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1. Einleitung
1.1 Einführung
Eine zunehmende Anzahl von körperfremden Materialien werden in der Medizin eingesetzt,
um bestimmte Funktionen des Körpers temporär oder dauerhaft zu unterstützen bzw. zu erset-
zen. Diese als Biomaterialien bezeichneten Werkstoffe kommen dabei in intensiven Kontakt
mit verschiedenen Organsystemen des Körpers. Dabei spielen sowohl Interaktionen zwischen
Material und Körpergeweben (z. B. Endoprothesen oder Drainagen) als auch zwischen Mate-
rial und Blut eine große Rolle. Die Biomaterialien werden dabei entweder in den Körper im-
plantiert (z.B. Gefäßprothesen, Stents oder künstliche Herzklappen) oder Blut wird extrakor-
poral behandelt und wieder infundiert. Diese extrakorporale Blutzirkulation (Extracorporeal
Circulation, ECC) wird heute für eine Vielzahl von Behandlungsverfahren wie Dialyse, extra-
korporalen Ventrikelersatz, kardiopulmonaler Bypass (Cardiopulmonary Bypass, CPB) oder
extrakorporale Membranoxygenierung (Extracorporeal Membrane Oxygenation, ECMO) ein-
gesetzt. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit den beiden zuletzt genannten Verfahren,
CPB und ECMO.
Der kardiopulmonale Bypass wurde 1954 erstmals von Gibbon für eine Operation am offenen
Herzen eingesetzt und hat sich inzwischen zu einem routinemäßig eingesetzten, praktisch
unentbehrlichen Verfahren in der Herzchirurgie entwickelt, das weltweit täglich angewendet
wird (Plechinger 1988). Aus diesem Verfahren wurde die sogenannte ECMO bzw. extrakor-
porale Kohlendioxidelimination (ECCO2R) abgeleitet. Dabei wird Blut mit einer Flußrate von
bis zu 60 % des Herzminutenvolumens (HMV) durch ein ECC-System mit einem Membrano-
xygenator (Capillary Membrane Oxygenator, CMO) geleitet. Diese ECMO ermöglicht dabei
bei Patienten mit schwerem akutem Lungenversagen (Acute Respiratory Distress Syndrome,
ARDS) die Lunge von einem Teil des notwendigen Gasaustausches zu entlasten, so daß es
trotz weniger aggressiver maschineller Beatmungsformen zu keiner Hypoxie des Patienten
kommt. Dadurch konnte die Überlebensrate dieser Patienten mit schwerem ARDS gegenüber
der konventionellen konservativen Therapie verbessert werden (Pappert et al. 1996; UK Col-
laborative ECMO Trial Group 1996).
Durch die unvermeidbaren Interaktionen zwischen den körperfremden Biomaterialien und
Geweben bzw. Blut werden verschiedene Enzündungs- und Abwehrsysteme des Körpers ak-
tiviert. Ziel der Weiterentwicklung dieser Biomaterialien muß es sein, diese Veränderungen
zu minimieren.
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Die Fähigkeit eines Materials, Gerätes oder Systems, seine Arbeit ohne eine klinisch signifi-
kante Abwehrreaktion für eine spezifische Applikation zu verrichten, wird dabei nach Gur-
land et al. (1994) als Biokompatibilität bezeichnet.
Beide Therapieverfahren (CPB und ECMO) zeichnen sich durch hohe Blutflußraten und den
intensiven Kontakt zwischen dem Blut und den sehr großen Oberflächen der Biomaterialien
(häufig mehr als 2 m²) aus. Dadurch wird, wie auch bei anderen Biomaterialien, die massive
Aktivierung verschiedener Kaskadensysteme des Blutes (Gerinnungssystem, Komplement-
system, Thrombozyten, Leukozyten und Zytokine) initiiert, die neben dem chirurgischen
Trauma und der Grunderkrankung den Patienten zusätzlich schwer belasten. Zwar konnte
zum Beispiel durch den Einsatz von Kapillarmembranoxygenatoren statt Bubble-
Oxygenatoren die Biokompatibilität verbessert werden (Oeveren et al. 1985), jedoch kommt
es nach CPB nach wie vor zu schweren Nebenwirkungen mit einer Vielzahl von klinischen
Störungen. Dazu zählen neben der gestörten Funktion einzelner Organe (z. B. akutes Nieren-
versagen, postoperative Lungenfunktionsstörungen, neurologische Schäden) das sogenannte
“Post Perfusion Syndrome”, das sich auch nach komplikationslosen Operationen am offenen
Herzen zu einem Multiorganversagen entwickeln kann. Diese Komplikationen werden wahr-
scheinlich durch die beobachtete Aktivierung der verschiedenen Kaskadensysteme des Blutes
hervorgerufen.
Da es an den Fremdoberflächen zur massiven Gerinnungsaktivierung kommt, ist eine adäqua-
te Antikoagulation durch Heparin zwingend erforderlich. Diese ist aber mit einem drastisch
erhöhten Risiko für schwerwiegende Blutungen verbunden, die insbesondere bei dem Lang-
zeiteinsatz der ECMO ein großes Problem darstellen (Pappert et al. 1996). Im Rahmen des
CPB wird durch die übliche Antagonisierung des Heparins mit Protamin nach Beendigung der
ECC das Komplementsystem zusätzlich aktiviert (Cavarocchi et al. 1985).
Angesichts dieser schwerwiegenden Komplikationen der ECC war eine Verbesserung der
Biokompatibilität der Oberflächen dringend erforderlich. Dafür bot sich die Heparinbeschich-
tung der Oberflächen (Heparin Bonded Surface, HBS) an, da damit die antithrombotischen
Eigenschaften des Heparins auf die Oberfläche übertragen werden. Zusätzlich ist für Heparin
ein hemmender Effekt auf die Komplementaktivierung beschrieben worden (Weiler et al.
1992). Vor diesem Hintergrund wurden verschiedene Verfahren der Heparinbeschichtung
entwickelt (Wendel und Ziener 1999), die sowohl im in vitro Experiment oder Tierversuch als
auch im Rahmen klinischer Studien sehr unterschiedliche Effektivität zeigten (Baksaas et al.
1999; Ovrum et al. 1995a; Baufreton et al. 1998).
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Dabei erscheint ein Beschichtungsverfahren besonders vorteilhaft, bei dem Heparin über eine
kovalente End-Punkt-Bindung an Biomaterialien gebunden wird (Larm et al. 1983). Eine mo-
difizierte Form dieser HBS wurde im Rahmen dieser Arbeit unter verschiedenen Aspekten auf
ihre Biokompatibilität untersucht.
Bei der Beschichtung von Biomaterialien muß berücksichtigt werden, daß die Qualität der
Beschichtung auch von dem Trägermaterial abhängig ist. So ist es zum Beispiel zur Zeit nicht
möglich, Silikon dauerhaft mit dieser Heparinbeschichtung zu modifizieren. Unter diesem
Aspekt müssen Untersuchungen zur Biokompatibilität für verschiedene Komponenten einer
ECC durchgeführt werden.
Wenn man sich die oben dargestellten schwerwiegenden Veränderungen bei der ECC vor
Augen führt, ist eine umfassende Bewertung der Biokompatibilität verschiedener Biomateria-
lien zwingend erforderlich. Es ist notwendig verschiedene Aktivierungssysteme zu betrachten,
um die Gesamtheit der Reaktionen beurteilen zu können. Dabei steht die Aktivierung von
Thrombozyten, Gerinnungssystem und Komplementsystem am Anfang, gefolgt von der Sti-
mulierung weiterer Systeme, wie den Leukozyten oder den Zytokinen. Für die Beurteilung
der Biokompatibilität sind Untersuchungen des Komplement- und Gerinnungssystems sowie
der Thrombozyten besonders geeignet, da die beobachteten Veränderungen relativ spezifisch
auf die Effekte der Biomaterialien zurückgeführt werden können. Veränderungen bei Leuko-
zyten oder Zytokinen sind wegen der komplexen Interaktionen untereinander und der indirek-
ten Aktivierung durch die ECC dagegen eher sekundär und somit weniger spezifisch.
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Aufgabenstellung
• Um die Stabilität und Biokompatibilität einer neuen Modifikation der untersuchten Hepa-
rinbeschichtung mit kovalenter End-Punkt-Bindung auf verschiedenen Biomaterialien zu-
verlässig zu beurteilen, sollten verschiedene Komponenten einer ECC (Schläuche, Kapil-
larmembranoxygenatoren, arterielle Filter) untersucht werden. Für die Beurteilung der
Biokompatibilität wurde die Beurteilung des Komplement- und Gerinnungssystems sowie
der Thrombozyten herangezogen. Dabei sollten nicht allein die Veränderungen im Blut un-
tersucht werden, sondern zusätzlich die auf den Biomaterialien stattfindenden Prozesse be-
urteilt werden.
• Eine erste in vitro Studie mit arteriellen Filtern ermöglichte den grundlegenden Vergleich
von heparinbeschichteten Systemen mit unbeschichteten Kontrollexperimenten. Zusätzlich
sollte der bislang wenig untersuchte Effekt, den der isolierte Einsatz heparinbeschichteter
Komponenten (arterielle Filter) in einem unbeschichteten ECC-System auf die Biokompa-
tibilität hat, untersucht werden.
• Da die heparinbeschichteten arteriellen Filter eine verbesserte Biokompatibilität mit redu-
zierter Komplement- und Gerinnungsaktivierung zeigten, wurde die zweite in vitro Studie
mit einem „Chandler-Loop“ durchgeführt, um die Grundlagen der Aktivierung des Kom-
plementsystems auf heparinbeschichteten und nicht modifizierten Biomaterialien zu unter-
suchen. Durch die Analyse des Komplementsystems sowohl auf den Oberflächen selbst als
auch in der flüssigen Phase konnten die Mechanismen der Aktivierung genauer erfaßt wer-
den.
• Die im Chandler-Loop für HBS beobachtete verminderte Komplementaktivierung und
verstärkte Bindung von Komplementregulatoren an die Oberflächen wurde durch ein in vi-
vo Modell mit Schafen, das bereits in unserer Arbeitsgruppe etabliert war (Mottaghy et al.
1991), im Langzeitversuch kontrolliert. Die in vivo Studie ermöglichte neben der Beurtei-
lung der Langzeitstabilität der Heparinbeschichtung die Untersuchung des Komplement-
und Gerinnungssystems. Die Beobachtung klinischer Veränderungen der Tiere wurde um
die Beurteilung mikroskopischen und makroskopischen Veränderungen verschiedener Or-
gansysteme durch eine pathologische Aufarbeitung ergänzt. Zugleich sollte auch noch die
Leistungsfähigkeit der heparinbeschichteten und unbeschichteten Oxygenatoren verglei-
chend untersucht werden, da es durch die Heparinbeschichtung der Oberflächen zu einer
Reduzierung des Gasaustausches über die Membran kommen könnte.
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2. Physiologische Grundlagen
2.1 Das Gerinnungssystem
2.1.1 Allgemeines
Das Gerinnungssystem dient dem Schutz des Organismus vor Blutverlusten bei Verletzungen
mit Läsion von Blutgefäßen. Es setzt sich aus den Endothelzellen der Gefäße, der zellulären
Blutstillung durch Thrombozyten und dem plasmatischen Gerinnungssystem zusammen. Die-
se drei Anteile der Hämostase werden durch ein komplexes System von Regulatoren gesteu-
ert. Zusätzlich bestehen intensive Wechselwirkungen zu anderen Aktivatorsystemen des Blu-
tes, wie Komplementsystem, Zytokinen oder Leukozyten. Im Rahmen einer pathologischen
Aktivierung kann es zu verschiedenen Krankheitsbildern, wie Thrombose, Embolie oder Ver-
brauchskoagulopathie kommen, durch ein Versagen des Gerinnungssystems aber auch zu Blu-
tungen, Petechien, etc..
Bei extrakorporaler Blutzirkulation bewirkt der Blutkontakt von körperfremden Oberflächen
eine massive Aktivierung des Gerinnungssystems, die durch den Einsatz von Antikoagulan-
zien, meist Heparin, verhindert werden muß.
2.1.2 Endothel
Endothelzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Gerinnungssystems. Die
Sekretion von Mediatoren wie Endothelin-1 oder Endothelium-Derived-Contracting-Factor
(EDCF) beeinflußt den Gefäßtonus. Endothelium-Derived-Relaxing-Factor (EDRF), bei dem
es sich um Stickstoffmonoxid (NO) handelt, und Prostazyklin inhibieren die Thrombozyte-
naktivierung und sorgen für eine Vasodilatation (Schrör 1991). Thromboplastin, das bei einer
Verletzung des Endothels ausgeschüttet wird, aktiviert den exogenen Gerinnungsweg. Stoffe
wie Heparansulfat oder Thrombomodulin, die in der Zellmembran vorliegen (Marcum und
Rosenberg 1984), binden Antithrombin III (AT III) aus dem Blut. Dieser Komplex kann akti-
vierte Gerinnungsfaktoren rasch auf den Endothelzellen inaktivieren (Appen et al. 1993).
2.1.3 Zelluläre Blutstillung
• Aufgaben
Thrombozyten sorgen für die primäre Blutstillung. Bei Verletzung eines Gefäßes wird durch
ihre Aktivierung und Aggregation in Verbindung mit einer initialen Vasokonstriktion die Blu-
tung gestillt. An arteriosklerotisch veränderten Gefäßen oder Fremdoberflächen, wie einer
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extrakorporalen Blutzirkulation (ECC), kann es aber auch zur Aktivierung der Thrombozyten
kommen.
• Aktivierung
Thrombozyten werden u.a. durch bei Gefäßverletzungen freigelegte Kollagenfasern in Kom-
bination mit dem von Willebrandt Faktor (vWF), Traumatisierung (z. B. Scherung), Mediato-
ren (z. B. Adenosindiphosphat), Biomaterialien, etc. aktiviert (Abb. 2-1) (Rao 1993).
Dabei kommt es initial zur Adhäsion und Gestaltänderung der Thrombozyten. Gleichzeitig
wird das Enzym Zyclooxygenase aktiviert, das die Bildung von zyklischen Peroxiden, wie
PGG2 und PGH2, und daraus Thromboxan A2 und B2 katalysiert. Im Anschluß kommt es
durch Stoffe wie Adrenalin, Adenosindiphosphat (ADP) oder Thromboxan A2 zunächst zur
reversiblen Thrombozytenaggregation und zur Freisetzung von verschiedenen Mediatoren
(Tab. 2-1). Der dabei auf der Zellmembran freigelegte Plättchenfaktor 3 spielt eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung der plasmatischen Blutgerinnung.
+
Scherkräfte
reversible
Thrombozytenaggregation
Freilegung von
Plättchenfaktor 3
der Zellmembran
Fibrinogen Kollagen
irreversible
Thrombozytenaggregation
Adrenalin
Freisetzung
ADP
Thromboxan A2
PAF
Thrombospondin
Serotonin
Katecholamine
ß-Thromboglobulin
Plättchenfaktor 4
+
+
+
+
+ +
Thrombin
Förderung führt zu
körperfremde OberflächenKollagenfasern + vWF Mediatoren
Thrombozyten-Aktivierung
Gestaltänderung
Thrombozyten-Adhäsion
Abb. 2-1. Schema der Thrombozytenaktivierung (modifiziert nach Schmidt und Thews 1990).
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Tab. 2-1. Mediatoren aktivierter Thrombozyten (nach Thomas 1993; Greiling und Gressner 1995).
Stoff Wirkung
Plättchenfaktor 1 entspricht Faktor V, aktiviert Kofaktor von Faktor Xa
Plättchenfaktor 2 Thrombinakzelerator, beschleunigt Thrombin-Fibrinogen-Interaktion
Plättchenfaktor 3 Phospholipid auf Zellmembran, Rolle bei der Gerinnungsaktivierung
Plättchenfaktor 4 Heparininhibitor, beschleunigt Thrombin-Fibrinogen-Interaktion
ADP Förderung der Thrombozytenaggregation
Thromboxan A2 Förderung der Thrombozytenaggregation
Thrombospondin Förderung der irreversiblen Thrombozytenaggregation
PAF Förderung der irreversiblen Thrombozytenaggregation
Katecholamine Förderung der Thrombozytenaggregation
Serotonin Vasokonstriktion
ß-Thromboglobulin Hemmung der Prostazyklinsynthese in Endothelzellen
Anschließend wird durch Thrombin die irreversible Thrombozytenaktivierung eingeleitet, die
durch ADP, Thromboxan A2, Platelet-Activating-Factor (PAF), Thrombospondin, Fibrinogen
und Kollagen zusätzlich gefördert wird. Es entsteht der typische Thrombozytenthrombus.
Durch die Bindung von Fibrinogen an die Thrombozytenoberfläche über das Glykoprotein
IIb/IIIa und die Verflechtung der Thrombozyten mit Fibrin wird der Thrombus stabilisiert.
2.1.4 Plasmatische Blutgerinnung
• Allgemeines
Das plasmatische Gerinnungssystem stellt den nächsten Schritt des Hämostase nach der zellu-
lären Blutstillung dar. Man unterscheidet zwei Aktivierungswege, den endogenen durch Ober-
flächenkontakte ausgelösten Weg und den exogenen, der durch freigesetztes Gewebsthrom-
boplastin aktiviert wird. Im Rahmen der Aktivierung werden nacheinander eine Reihe von
Faktoren (Tab. 2-2) durch proteolytische Spaltung aktiviert. Beide Wege münden in die Akti-
vierung von Prothrombin zu Thrombin, das dann die Fibrinbildung katalysiert (Abb. 2-2). Bei
der Aktivierung einer Reihe von Faktoren spielen Kalziumionen und Phospholipide (PL), die
meist von Thrombozyten (Plättchenfaktor 3) stammen, eine wichtige Rolle als obligate Ko-
faktoren.
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+
F VIII
F XIIa
F IX
F XI + HMWKG
F XII
F XIIIa F XIII
F II (Prothrombin)
F IIa (Thrombin)
F X
F V
F Xa + PL
F Va + Ca
Fibrin (löslich) Fibrin (unlöslich)Fibrinogen
Plasminogen Plasmin
F XIIa
Fibrin-Spaltprodukte
exogene Aktivatoren
Oberflächenkontakt
Kinin-System
KallikreinPräkallikrein
F XIa
F IXa + Ca
F VIIIa + PL
F VIIa + Ca + PLF VII
freigesetztes
Gewebsthromboplastin
endogener Weg
exogener Weg
+
+
+
+
+
+
+
+ +
+
+
+
+
+
+
+
Umwandlung
+ Aktivierung
Abb. 2-2. Schema des Gerinnungssystems.
(modifiziert nach Schmidt und Thews 1990; Greiling und Gressner 1995).
• Endogenes System
Durch Blutkontakt mit negativ geladenen Oberflächen (Glas, Kaolin, Kollagenfasern, Zell-
fragmente, Endotoxine etc.) kommt es zur Aktivierung des Kontaktsystems, das aus dem Ha-
gemann Faktor (Faktor XII), Präkallikrein, HMW-Kininogen und Faktor XI besteht.
Die Bindung des Faktor XII (F XII) an Oberflächen ist mit einer Gestaltänderung verbunden.
Das dadurch für eine proteolytische Spaltung um den Faktor fünfhundert empfindlicher ge-
wordene Protein wird durch Kallikrein zu Faktor XIIa gespalten. Faktor XIIa kann wiederum
Präkallikrein in seine aktive Form Kallikrein und mit Hilfe von HMW-Kininogen Faktor XI
in den aktiven F XIa überführen. Außerdem wird durch die Aktivierung von Plasminogen zu
Plasmin die Fibrinolyse aktiviert (Fuhrer et al. 1990).
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Faktor XIa aktiviert anschließend Faktor IX zu F IXa, der dann Faktor X unter Beteiligung
von Ca2+-Ionen, Phospholipiden und Faktor Va proteolytisch in F Xa als aktiven Metaboliten
umwandelt (Abb. 2-2).
• Exogenes System
Durch die Freisetzung von Gewebsthromboplastin, einem Protein-Phospholipid-Komplex, aus
den Mikrosomen zerstörter Gewebezellen wird in einer nicht enzymatischen Reaktion Fak-
tor VII zu Faktor VIIa aktiviert. Dieser Faktor VIIa aktiviert nun wiederum im Komplex mit
Ca2+-Ionen und Phospholipiden durch proteolytische Spaltung Faktor X zu Faktor Xa. Außer-
dem ist der Faktor VIIa in der Lage, durch Spaltung von Faktor IX zu F IXa das endogene
System zu aktivieren. In geringerem Maße können auch einige Faktor XII-Spaltprodukte und
Faktor IXa den Faktor VII aktivieren.
• Fibrinbildung
Der über den exogenen oder endogenen Aktivierungsweg gebildete Faktor Xa spaltet unter
der Mithilfe von Faktor Va, Ca2+-Ionen und Phospholipiden Prothrombin (F II) zu Thrombin
(F IIa). Thrombin wiederum spaltet Faktor V zu F Va und Faktor VIIIc, der im Blut im Kom-
plex mit Faktor VIIIAP (Träger der von Willebrandt-Aktivität) vorliegt, zu F VIIIa. Zusätz-
lich wird das Protein-C- und Protein-S-System aktiviert und Faktor XIII zu F XIIIa aktiviert.
Vor allem wird aber Fibrinogen in vier spezifische Peptidsequenzen gespalten.
Bei Fibrinogen handelt es sich um ein großes dimeres Molekül, das sich aus 2 Paaren mit je
einer Aα-, Bβ- und γ-Kette zusammensetzt, die durch Disulfidbrücken verknüpft sind. Durch
Thrombin kommt es zunächst zur Spaltung in zwei Fibrinmonomere und anschließend wer-
den von der Aα-Kette das Fibrinopeptid A und von der Bβ-Kette das Fibrinopeptid B an spe-
zifischer Stelle abgespalten. Die verbleibenden Reste der Fibrinmonomere vernetzen sich
durch End-zu-End und Seit-zu-Seit Anlagerung zum löslichen Fibrinnetz. Anschließend wer-
den durch Faktor XIIIa peptidartige Bindungen zwischen den α- und β-Ketten gebildet und so
das endgültige unlösliche feste Fibrinnetz gebildet. Die entstandenen Fibrinopeptide A und B
wirken vasokonstriktorisch.
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Tab. 2-2. Liste der Gerinnungsfaktoren; 1) Vitamin K abhängige Bildung
(nach: 2) Thomas 1993; 3) Karges et al. 1994; 4) Hecker 1983; 5) PERIMED 1992).
Faktor Konzentration Stoffart Bildungsort
F human2)
[mg/l]
Schaf3)
[% von human]
I Fibrinogen 2000 - 4400 120 ± 67 § Plasmaprotein Leber
II Prothrombin 50 - 100 36 - 43 α1-Globulin Leber 1)
III Thromboplastin Lipoprotein Gewebezelle
IV Ca2+ 96 - 104 Ion
V Proakzelerin 10 48 - 75 ß-Globulin Leber
VI Akzelerin (FVa)
VII Prokonvertin 0,13 - 1 24 - 50 α-Globulin Leber 1)
VIIIc AHG-A <5 ß2-Globulin Leber,
Megakaryozyt
VIIIAP F VIII assoziiertes
Protein
5 - 1 Protein Endothel,
Thrombozyt
IX Christmas-Faktor 3 - 5 211 ± 91 4) α1-Gobulin Leber 1)
X Stuart-Prower-Faktor ca. 10 13 - 21 α1-Globulin Leber 1)
XI Plasma-Thromboplastin
Antecedent (PTA)
ca. 5 12 - 18 γ-Globulin ?
XII Hageman-Faktor ca. 30 168 - 240 ß-Globulin ?
XIII Fibrinstabilisierender
Faktor
ca. 20 71 - 100 ß-Globulin Megakaryozyt
XIV Fitzgerald-Faktor
(Kininogen)
ca. 70 280 - 360 α-Globulin ?
XV Fletcher-Faktor
(Präkallikrein)
ca. 50 ß-Globulin ?
Plasminogen 600 - 2500 5) 0,7 - 1,5 Glykoprotein
• Fibrinolyse
Der Blutgerinnung steht ein ähnlich komplexes und potentes Fibrinolysesystem gegenüber,
das entstehendes Fibrin wieder auflösen kann. Da es physiologisch ständig in geringem Maße
zur Aktivierung des Gerinnungssystems mit der Bildung von Fibrin in den Gefäßen kommt,
ist auch die Fibrinolyse als sein Antagonist ständig aktiv, um zwischen beiden Vorgängen die
Waage zu halten.
Plasminogen wird durch endogene und exogene Faktoren zu Plasmin aktiviert. Dazu zählen
unter anderem als endogener Faktor der Faktor XIIa in Form einer reaktiven Aktivierung bei
einer ablaufenden Blutgerinnung, Gewebetyp-Plasminogen-Aktivator (tissue-Plasminogen-
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Activator, t-PA), der in hoher Konzentration in Endothelzellen, Leukozyten und Thrombozy-
ten vorkommt, und pro-Urokinase, die durch Thrombin oder Kallikrein zu Urokinase aktiviert
wird. Streptokinase als exogener Aktivator wird heute, wie auch t-PA oder Urokinase, zur
Auflösung von Thromben bei Thrombosen oder Embolien genutzt (Collen 1980).
2.1.5 Inhibitoren
• Allgemeines
Neben den Faktoren, die zur Aktivierung von Gerinnung- und Fibrinolysesystem führen, gibt
es eine Vielzahl von Molekülen (Tab. 2-3), deren regulatorische Aktivität zur Inhibition der
Gerinnung und Fibrinolyse beiträgt.
Tab. 2-3. Inhibitoren der Gerinnung; 1) Vitamin K abhängige Bildung
(nach: 2) Greiling und Gressner 1995; 3) Karges et al. 1994).
Faktor Konzentration Stoffgruppe Bildungsort
human2)
[g/l]
Schaf 3)
[% von human]
Antithrombin III AT III 0,18 - 0,3 Glykoprotein Leber
Heparin-Cofaktor II ca. 0,1 0,7 - 1,5 Glykoprotein Leber
Protein C 0,004 α1-Globulin Leber 1)
Protein S 0,025 Lipoprotein Leber 1)
C1 Inhibitor C1 Inh 0,18 - 0,35 α2-Globulin Leber
α2-Antiplasmin 0,05 - 0,07 90 - 109 α2-Globulin ?
α2-Makroglobulin 1,1 - 3,0 α2-Globulin ?
α1-Antitrypsin 1,9 - 3,5 α1-Globulin ?
Plasminogen- PAI-1 ca. 5 x 10-6 Endothel/
Aktivator- PAI-3 ca. 0,002 Protein Thrombozyten
Inhibitor PAI-2 (ca. 1 x 10-4) Plazenta
• Antithrombin III (AT III)
AT III verbindet sich mit aktivierten Gerinnungsfaktoren zu inaktiven Komplexen. Bevorzugt
kommt es zur Hemmung von Thrombin und Faktor Xa. AT III wirkt aber auch hemmend auf
die Faktoren IXa, XIa, XIIa und Kallikrein.
Antithrombin III bildet mit den aktivierten Faktoren Komplexe, die mit einer Halbwertzeit
von ca. zwei Minuten aus dem Blut entfernt wird. Die Komplexbildung tritt dabei sehr lang-
sam ein, so daß die physiologischen Funktionen der Faktoren bei der Blutgerinnung nicht
beeinträchtigt werden, und es erst danach zur Inaktivierung kommt. AT III liegt nicht nur im
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Blut gelöst, sondern auch im Extrazellulärraum und an Endothelzellen gebunden vor (Bauer
1991) und scheint mit Hilfe von Heparansulfaten und Proteoglykanen auf den Endothelzellen
an die Zellmembran gebunden zu werden (vgl. Kap. 2.1.2).
Durch die Gabe von Heparin wird die Antithrombin III-Aktivität für verschiedene Faktoren
um das 1.000 bis 4.000-fache gesteigert (Pratt und Church 1991).
• Heparin-Cofaktor II
Hierbei handelt es sich um einen weiteren Thrombininhibitor, der aber nicht auf andere Fakto-
ren wirkt. Seine Aktivität wird ebenfalls durch Heparin gesteigert, allerdings erst bei einer
fünf- bis zehnfach höheren Konzentration des Antikoagulanz verglichen mit AT III. Zusätz-
lich steigern Glykosaminoglykane, wie Heparansulfat oder Dermatansulfat seine Aktivität.
Physiologische Bedeutung hat er wahrscheinlich in erster Linie bei der Inaktivierung von
Thrombin an den Endothelzellen.
• Protein C und S:
Protein S, das aus 2 Polypeptidketten besteht, wird, wie auch Protein C, Vitamin K-abhängig
in der Leber gebildet. Protein C wird durch Thrombin oder schneller durch Thrombin in
Kombination mit Thrombomodulin an der Endotheloberfläche zu Protein Ca aktiviert. Das
aktivierte Protein Ca spaltet unter Beteiligung von Phospholipiden und Ca2+-Ionen die akti-
vierten Faktoren Va und VIIIa in inaktive Substanzen. Protein S liegt im Plasma zu 40% frei
und zu 60% an das C4b-Binding-Protein (C4BP), einem Inhibitor des Komplementsystems,
gebunden vor. Es beschleunigt die Wirkung von Protein C, indem es dessen Bindung an die
Phospholipide erleichtert. Zusätzlich wird die Fibrinolyse durch die Inaktivierung des Plasmi-
nogen-Aktivator-Inhibitors 1 gefördert.
Die Regulation des Protein C / Protein S-Systems erfolgt durch zwei Inhibitoren. Dabei ist der
Inhibitor 1 durch Heparin stimulierbar, der Inhibitor 2 nicht.
• Fibrin(ogen)-Spaltprodukte
Die durch Plasmin entstehenden Spaltprodukte aus Fibrin und Fibrinogen hemmen zum einen
die proteolytische Aktivität von Thrombin und zum anderen die Polymerisation der Fibrin-
monomere.
• C1 Inhibitor (C1 Inh)
Neben der Hemmung des klassischen Komplementsystems ist C1 Inh der wichtigste Inhibitor
der Kontaktaktivierung. Er hemmt die Faktoren XIIa und XIa sowie Kallikrein und Plasmin
(Agostini et al. 1984; Wuillemin et al. 1995).
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• Heparin
Heparin wird als Antikoagulanz eingesetzt und wirkt durch eine Potenzierung der AT III-
Aktivität als Inhibitor der Gerinnung.
• α2-Antiplasmin
Dieses Protein ist der wichtigste Inhibitor der Fibrinolyse. Es bildet mit Plasmin einen inakti-
ven Komplex. Wegen der relativ hohen Plasmakonzentration wird das Auftreten größerer
Mengen von freiem Plasmin im Plasma effektiv verhindert (Collen 1980).
• α2-Makroglobulin und α1-Antitrypsin
Beide inaktivieren nicht kompetitiv Plasmin und wirken zusätzlich hemmend auf Kallikrein.
• Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren (PAI)
Man kennt heute drei Typen von Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren, die die Plasminogenak-
tivierung durch t-PA unterbinden:
• PAI-1 wird aus Endothelzellen durch Stimulation und aus Thrombozyten durch Aktivie-
rung freigesetzt und wirkt sehr schnell.
• PAI-2 kommt vor allem in der Plazenta, aber auch in Monozyten und Makrophagen vor.
Er ist nur in der Schwangerschaft nachweisbar.
• PAI-3 ist mit dem Heparin-abhängigen Protein C-Inhibitor identisch.
2.1.6 Besonderheiten des Gerinnungssystems beim Schaf
Die Konzentration der einzelnen Faktoren der Gerinnung weicht zwar teilweise von den Kon-
zentrationen beim Menschen ab (Tab. 2-2 und Tab. 2-3), die Normwerte der wichtigsten funk-
tionellen Gerinnungsparameter (Partielle Thromboplastinzeit, Thrombinzeit und Throm-
boplastinzeit) liegen jedoch sehr nahe an denen für humanes Blut (Karges et al. 1994). Auch
das Verhalten der Thrombozyten, insbesondere der Adhäsion an Fremdoberflächen, ähnelt
sehr stark den Verhältnissen beim Menschen (Grabowski et al. 1977).
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2.2 Das Komplementsystem
2.2.1 Allgemeines
Bereits im Jahre 1889 beschrieb Buchner die bakterizide Wirkung von zellfreiem Blutserum.
Dabei handelt es sich um das Komplementsystem, das das unspezifische humorale Immunsys-
tem bildet und von herausragender Bedeutung bei der Abwehr bakterieller Infekte ist. Außer-
dem vermittelt es eine Vielzahl von entzündlichen Reaktionen im Gewebe und Extrazellulär-
raum.
Das Komplementsystem wird durch eine Reihe von Substanzen aktiviert (Tab. 2-4) und rea-
giert, ähnlich wie das Gerinnungssystem, in Form einer Aktivierungskaskade von Proteinfak-
toren (Abb. 2-3 und Tab. 2-5). Es verfügt über eine Vielzahl von Regulatoren.
Man unterscheidet verschiedene Aktivierungswege, den klassischen und den alternativen Weg
sowie den als letztes entdeckten Lektinweg.
Tab. 2-4. Aktivatoren des Komplementsystems.
(nach 1) Cooper et al. 1985; 2) Bitter-Suermann und Hadding 1991).
Aktivatoren des klassischen Weges 1) Aktivatoren des alternativen Weges 2)
IgM und IgG (Subklasse 1-3), Fc vermittelt Bakterien
freie aggregierte Immunglobuline humanpathogene Pilze
C-reaktives Protein Protozoen
Polykationen und Polyanionen Viren, virusinfizierte Zellen, Tumorzellen
Zell- und Mitochondrienmembranteile Zellen mit niedrigem Neuraminsäuregehalt
einige Kohlenhydrate und Lipide Kollagen Typ II
einige Bakterien, Mycoplasmen, Parasiten AG-AK-Komplexe (Fab vermittelt)
Retroviren Polyanionen
Biomaterialien aus Kunststoff
2.2.2 Aufbau und Aktivierung
• Der klassische Weg
Dieser zuerst entdeckte Aktivierungsweg wird in erster Linie durch Antigen-Antikörper-
Komplexe aktiviert. Während der Erkennungsphase wird C1 in die C1-Esterase ( C1qrs ) um-
gewandelt, die dann die Aktivierungsphase mit der Bildung der C3-Konvertase ( C4b2a ) fort-
setzt, die anschließend zur C5-Konvertase ( C4b2a(C3b)n ) führt.
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Tab. 2-5. Liste der humanen Komplementproteine (nach Rother et al. 1997).
Komponente Serumkonzentration
[µg/ml]
Molekulargewicht
[x 103]
elektrophoretische
Mobilität
Peptidketten
C1 300 800
C1q 180 400 γ2 18
C1r 100 85 β1 1
C1s 80 85 α 1
C2 25 110 β1 1
C3 1200 195 β2 2
C4 350 198 β1 3
C5 75 190 β1 2
C6 70 125 β2 1
C7 60 115 β2 1
C8 80 150 γ1 3
C9 200 71 α 1
Faktor B 140 - 225 93 β 1
Faktor D 1 - 5 24 α 1
Properdin 25 212 γ 4
Wenn sich ein Antikörper (AK) an ein freies oder oberflächengebundenes Antigen (AG) bin-
det, kommt es zur Konformationsänderung des AK. Bei den Komplement-bindenden Anti-
körpern (IgG1, IgG2, IgG3 oder IgM), kann der AG-AK-Komplex mit dem Faktor C1 inter-
agieren. Faktor C1 besteht aus einem C1q-Molekül und einem Tetramer aus zwei C1r und
zwei C1s Proteinen, die durch Ca2+-Ionen verbunden werden. Die Aktivierung des C1qr2s2-
Komplexes erfolgt, indem sich C1q an die Fc-Region zweier gebundener IgG-Moleküle oder
zweier Monomere eines IgM-Moleküls bindet. Durch die Bindung an den AG-AK-Komplex
ändert C1q seine Konformation und aktiviert C1r zu C1r. Anschließend aktiviert C1r C1s zu
C1s, einer Serinesterase wie C1r. Damit liegt die C1-Esterase ( C1qrs ) vor.
C1s spaltet nun C4 in C4a und C4b, das mit C2 unter Vermittlung von Mg2+-Ionen einen
Komplex bildet, wodurch C2 von C1s in C2a und C2b gespalten werden kann. C4a und C2b
werden in die Umgebung abgegeben. Der so gebildete C4b2a -Komplex besitzt mit C2a ein
enzymatisches Zentrum und kann anschließend mehrere hundert C3-Moleküle in C3a und
C3b spalten. C3a wird freigesetzt und C3b an geeignete Akzeptormoleküle gebunden. Dies
wird auch als Opsonierung bezeichnet. Ein Teil der C3b-Moleküle bindet an C4b2a , wo-
durch die C5-Konvertase ( C4b2a(C3b)n ) entsteht.
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• Der Lektinweg
Unabhängig davon kann das Mannose-bindende Lektin (Mannose-Binding Lectin MBL), das
im normalen Plasma vorkommt, an mannosehaltige Kohlenhydrate oder an Bakterien binden.
Anschließend kann es wegen seiner Ähnlichkeit mit C1q C1r und C1s aktivieren. Über die
Aktivierung der MBL assoziierten Serinproteasen (MASP) I und II, die eine den Komple-
mentproteinen C1r und C1s ähnliche Struktur besitzen, kann MBL direkt C2 und C4 spalten
mit der nachfolgenden Bildung von C4b2a (Turner 1998).
• Der alternative Weg
Dieser von Pillemer et al. 1954 beschriebene Aktivierungsweg wird ohne Antigen-
Antikörper-Komplexe aktiviert.
Die Aktivierung scheint in der Erkennungsphase durch ein autokatalytisch entstandenes
C3(H2O) (C3b ähnliches hydrolysiertes C3) zu erfolgen, das einen Reaktionsweg initiiert, der
mit der Bildung der alternativen C5-Konvertase ( C3b BbPn ) endet.
An das spontan entstehende C3b ähnliche C3(H2O) lagert sich unter Mithilfe von Mg2+-Ionen
Faktor B an, der von Faktor D in Bb und Ba gespalten wird. Dieser Komplex bildet mit Pro-
perdin (Faktor P) die initiale C3-Konvertase ( C3(H O)BbP2 ), deren Halbwertzeit durch die
Anlagerung von Faktor P von 5 min auf das 3 bis 4fache ansteigt.
C3(H O)BbP2 kann anschließend in der Aktivierungsphase eine Vielzahl von C3-Molekülen
in C3a und C3b spalten. C3b wird in der Initialphase an Oberflächen gebunden und bindet
unter Beteiligung von Mg2+-Ionen wiederum Faktor B, der vom Faktor D zu Bb aktiviert
wird. Nach der Stabilisierung durch Faktor P liegt die C3-Konvertase ( C3bBbP ) vor, die wei-
tere C3-Moleküle in C3b und C3a spaltet. Weitere C3b-Proteine lagern sich an die Oberfläche
und an die bestehenden C3bBbP -Komplexe an (Amplifizierungsphase). Die alternative C5-
Konvertase entsteht. In der abschließenden Plateauphase kommt es zum Gleichgewicht zwi-
schen C3b-Anlagerung und C3b- bzw. iC3b-Freisetzung von den Oberflächen (Pangburn et
al. 1983).
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Abb. 2-3. Klassischer und alternativer Weg der Komplementaktivierung.
(modifiziert nach Kirschfink und Rother 1997).
C3b wird über Hydroxyl- oder Aminogruppen auf den aktivierenden Oberflächen (z. B. Bak-
terienzellwände, Biomaterialien) gebunden und so für Kontrollproteine (Faktor H, Faktor I)
weniger angreifbar. Nicht oberflächengebundenes C3b, bzw. C3b auf nicht aktivierenden
Oberflächen wird dagegen sehr schnell durch die Faktoren H und I zu iC3b inaktiviert. iC3b
wird anschließend durch verschiedene Proteasen in C3c und C3dg gespalten. Von C3c kann
C3e abgespalten werden.
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• Die Membranangriffsphase
Durch die klassische oder alternative C5-Konvertase ( C4b2a(C3b)n oder C3b BbPn ) kommt
es zur Bildung des Membranangriffskomplexes (MAC), auch terminaler Komplementkom-
plex (TCC) genannt. Nach Bildung des C5b-Proteins durch Abspaltung von C5a aus C5 wer-
den nacheinander zunächst C6 (C5b6), dann C7 (C5b-7) gebunden. Mit der Anlagerung von
C7 kommt es zur festen Bindung an Zellmembranen, wo dann zunächst unter Bindung von
C8 C5b-8 entsteht. Dieses Molekül bildet einen Kanal durch die Zellmembran. Durch die
Bindung von mehreren C9-Molekülen wird ein erheblich größere Pore gebildet. Die Anlage-
rung von C8 und C9 an C5b-7 kann auch in der flüssigen Phase erfolgen, aber dort binden
sehr schnell Low Density Lipoprotein (LDL) und S-Protein (Vitronectin) an den Proteinkom-
plex, wodurch eine Einlagerung des Komplexes in Zellmembranen verhindert wird.
2.2.3 Regulatoren
• Allgemeines
Die oben beschriebenen Wege der Aktivierung des Komplementsystems unterliegen einem
komplexen System von Regulatoren, die durch die Bindung an Komplementfaktoren diese
inaktivieren oder deren Abbau beschleunigen (Tab. 2-6). Dabei lassen sich zum Einen gelöste
und zum Anderen an Zellmembranen gebundene Regulatoren nachweisen. In der Folge wer-
den die wichtigsten Regulatoren kurz vorgestellt.
• C1 Inhibitor (C1 Inh)
Der C1 Inhibitor ist der zuerst beschriebene Komplementregulator und der einzige Inaktivator
des aktiven C1-Komplexes. Er bildet mit den aktiven Komponentenr und s der C1-Esterase
einen Komplex (C1r-C1s-C1 Inh) und führt zur Dissoziation des C1q-Faktors von dem Kom-
plex. Er ist außerdem der wichtigste Inhibitor des Kontaktsystems der Gerinnung (F XII,
F XIa, und Kallikrein) sowie von Plasmin (Agostini et al. 1984, Wuillemin et al. 1995).
• Faktor I und H
Diese sind die wichtigsten Regulatoren des alternativen Weges. Faktor H bindet an freies C3b
und macht es für Faktor I angreifbar, der es dann in verschiedene inaktive Spaltprodukte (u. a.
iC3b) zerlegt. Außerdem kann Faktor H von C3bBb Faktor Bb abspalten und auch die Bin-
dung von Faktor B an C3b verhindern (Janatova et al. 1991). Dies kann auch noch nach der
Bildung von C3bBb geschehen.
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• S-Protein (Vitronectin)
Das S-Protein ist in der Lage, freie C5b-7 oder C5b-9-Komplexe zu binden und zu inaktivie-
ren. Es verhindert so die Interaktion des terminalen Komplementkomplexes mit der Zell-
membran und damit die unkontrollierte Lyse von Zellen durch freie Membranangriffskom-
plexe.
• Serum-Carboxypeptidase N (SCPN)
Sie spaltet von den Anaphylatoxinen C3a, C4a und C5a am carboxyterminalen Ende einen
Argininrest ab, so daß C3a-des-Arg und C4a-des-Arg ohne biologische Aktivität sowie
C5a-des-Arg mit einer geringen biologischen Restaktivität entstehen.
Tab. 2-6. Regulatoren des Komplementsystems (nach Kirschfink und Rother 1997).
Regulator Zielmoleküle
plasmatische Regulatoren
C1 Inhibitor (C1 Inh) C1r, C1s, F XIa, F XIIa, Plasmin, Kallikrein
C4b Bindungsprotein (C4bp)
{Kofaktor von Faktor I}
C4b, C4b2a
Faktor H
{Kofaktor von Faktor I}
C3bBb, C3b, C4b
Faktor I C3b, C4b
S-Protein (Vitronectin) C5b-7, (C5b-9)
Serum-Carboxypeptidase N (SCPN)
{Anaphylatoxininaktivator}
C4a, C3a, C5a
Zellmembran gebundene Regulatoren
Decay-Accelerating-Factor (DAF) {CD 55} C4b2a, C3bBb, C4b, C3b
Komplementrezeptor 1 (CR1)
{CD 35, Kofaktor von Faktor I}
C4b2a, C3bBb, C4b, C3b
Membran Kofaktor Protein (MCP)
{CD 46, Kofaktor von Faktor I}
C4b2a, C3b, C4b
C8-Bindungsprotein (C8bp)
{Homologous-Restriction-Factor, HRF}
C8
CD 59 C8, C9
• C4b-Binding-Protein (C4bp)
Das Protein bindet freies C4b und ermöglicht es dem Faktor I C4b in verschiedene Bruchstü-
cke zu spalten. Im Blut liegt es im Komplex mit Protein S, einem Inhibitor der Gerinnung,
vor, der die Bindung an Phospholipide fördert (Dahlback 1991).
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• Decay-Accelerating-Factor (DAF, CD 55)
Dieser Faktor ist Bestandteil der Zellmembran und kann C3b und C4b binden. Dadurch wird
die Bildung von klassischer und alternativer C3-Konvertase auf der Zellmembran autologer
Zellen und deren Lyse durch den MAC verhindert.
• Komplementrezeptor 1 (CR1, CD 35)
Dieser spielt eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung beider C3-Konvertasen, da er C3b und
C4b bindet. Als Kofaktor von Faktor I sorgt er für die Spaltung der C3-Konvertasen.
• Membran Kofaktor Protein (MCP, CD 46)
Wie der Komplementrezeptor 1 ist er ein Kofaktor von Faktor I und bindet C3b, C4b und
C4b2a.
• C8-Bindungsprotein (C8bp)
Die Bindung von C8 an diesen in der Zellmembran liegenden Regulator verhindert das Ein-
sinken in die Zellmembran und die Anlagerung von C9.
• CD 59
CD 59 kommt auf einer Vielzahl von Zellen vor und behindert sowohl die Bindung von C9 an
C5b-8 als auch die Polymerisation von C9 sowie die Entstehung des Kanals durch die Zell-
membran. Wie C8bp hemmt es besonders spezieseigene Komplementproteine und dient so
dem Schutz körpereigener Zellen („homologe Restriktion“)
2.2.4 Leistungen
• Allgemeines
Die Bildung einer Reihe von Komplexen und Spaltprodukten aus Komplementfaktoren ver-
mittelt verschiedene Effektorfunktionen (Tab. 2-8). Dazu zählt vor allem auch eine Aktivie-
rung anderer Teile des Immunsystems. Ein großer Teil dieser Reaktionen wird über spezifi-
sche Komplementrezeptoren (Tab. 2-7) vermittelt (Rother et al. 1997).
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Tab. 2-7. Komplementrezeptoren (nach: Kirschfink und Rother 1997).
Rezeptor Ligand Rezeptor-tragende Zelle
CR1
(CD 35)
C3b, iC3b,
C4b
Erythrozyten, Monozyten / Makrophagen, Granulozyten,
glomeruläre Podozyten, B- und T-Lymphozyten
CR2
(CD 21)
C3dg, C3d,
(iC3b)
B-Lymphozyten, follikulär-dendritische Zellen
CR3
(CD 11b/CD 18)
iC3b Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Eosinophile,
NK-Zellen
CR4
(CD 11c/CD 18)
iC3b, (C3dg) Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen, Granulozyten,
aktivierte B-Zellen
C3a-Rezeptor C3a, C4a Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, Eosinophile,
glatte Muskelzellen
C5a-Rezeptor
(CD 88)
C5a,
C5a-desArg
Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen,
Thrombozyten, glatte Muskelzellen
C1q-Rezeptor C1q Monozyten, Granulozyten, B-, (T-)Lymphozyten,
Thrombozyten, Fibroblasten
H-Rezeptor (?) H Monozyten, Makrophagen (fraglich)
Tab. 2-8. Biologische Funktionen des Komplementsystems (nach Kirschfink und Rother 1997).
Biologische Aktivität Peptid
Zytolyse C5b-9
Opsonierung zur Phagozytose C3b, C4b
Chemotaxis C5a, C3a
Inhibition der Immunkomplexbildung C1, C4, C2
Immunkomplex-Solubilisierung C3b
Modulation der Antikörpersynthese C3a, C3d, C5a
Aggregation und Adhärenz von Granulozyten C5a
Freisetzung lysosomaler Enzyme C5a, (C3a)
Freisetzung vasoaktiver Substanzen C5a, C3a, (C2b)
Freisetzung von Arachidonsäuremetaboliten C5a, C3a, C3b, C5b-9
Freisetzung von Monokinen (Interleukin-1, TNFα) C5a, C5b-9, (C3a)
Produktion von Sauerstoffradikalen C5a, Bb, C5b-9
Leukozytenmobilisierung C3- Bruchstück (C3e / LMF)
Kontraktion glatter Muskulatur C5a, C3a, C4a
Aggregation von Thrombozyten C5a, C3a
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• Zytolyse
Durch die Bildung von Terminalkomplexen auf den Zellen wird ein Kanal durch die Memb-
ranen gebildet, der zur Zytolyse von Bakterien und Blutzellen aber auch Tumorzellen führt.
• Opsonierung
Durch die Bindung von Komplementfaktoren an Zellmembranen u. a. von Bakterien wirken
diese als Liganden für Rezeptoren von Phagozyten. Dabei wirken C3b und iC3b stärker als
C4b. Phagozyten binden C3b und C4b durch CR1 und iC3b durch CR3.
• Chemotaxis
C5a gilt als eines der stärksten Chemotaxine. Dieses Peptid, wie auch C3a, fördern die Migra-
tion von Leukozyten entlang ihres Konzentrationsgradienten. Die Stimulation läuft über spe-
zifische Chemotaxin-Rezeptor-Bindungen (C5a-Rezeptor und C3a-Rezeptor).
• Interaktion mit Antigen-Antikörper-Komplexen
Heidelberger beschrieb bereits 1941, daß Komplement die Immunpräzipitation von Antigen-
Antikörper-Komplexen vermindert. Präzipitierte Immunkomplexe werden durch über den
klassischen und alternativen Aktivierungsweg gebildetes C3b an CR1 von Erythrozyten ge-
bunden und im retikuloendothelialen System (RES) durch Phagozyten eliminiert.
• Aktivierung von Leukozyten
Komplement spielt eine wichtige Rolle bei der Induktion der Antikörperproduktion auf die
Exposition von niedrigen Dosen T-Zell-abhängiger und -unabhängiger Antigene. C3a und
C5a können bei Granulozyten und Makrophagen eine Degranulation mit der Freisetzung von
lysosomalen Enzymen, Arachidonsäuremetaboliten und freien Sauerstoffradikalen auslösen,
die eine große Rolle bei der Abtötung von körperfremden Zellen durch Granulozyten oder
Makrophagen spielen. C5a führt außerdem zu einer verstärkten Aggregation und Adhärenz
neutrophiler Granulozyten an Oberflächen. Ein C3-Spaltprodukt (C3e / Leukocyte Mobilizing
Factor - LMF) stimuliert die Ausschüttung reifer Leukozyten aus dem Knochenmark (Ghe-
brehiwet und Müller-Eberhard 1979)
• Sonstige Effekte
C5a, C3a, sicher auch C4a (Anaphylatoxine) und C2b steigern die Gefäßpermeabilität. Eine
Kontraktion glatter Muskelzellen scheint sowohl durch einen direkten Effekt auf die Zelle
(C3a), als auch über die Freisetzung von Histamin (C5a-desArg) oder Serotonin aus Mastzel-
len und basophilen Granulozyten zu erfolgen.
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2.2.5 Besonderheiten des Komplementsystems beim Schaf
Weder über die genaue Bedeutung des Komplementsystems noch über die Konzentration von
Einzelfaktoren gibt es in der Literatur genaue Angaben. Studien über die komplementvermit-
telte Hämolyse des klassischen und alternativen Weges zeigen für Schafe je nach Modifikati-
on des Assays widersprüchliche Titer (Tanaka et al. 1987; Ish et al. 1993). Daher wurden für
die in vivo Tierstudie die funktionierenden Nachweisverfahren der Komplementaktivität neu
etabliert.
2.3 Interaktionen zwischen Gerinnungs- und Komplementsystem
2.3.1 Thrombozyten und Komplementsystem
Zur Kontrolle des Komplementsystems und zum Schutz vor aktivierten Komplementprotei-
nen befinden sich zum Einen auf der Zellmembran der Thrombozyten verschiedene Regulato-
ren, wie DAF, MCP und C8bp, und zum Anderen wurden in den Granula plasmatische Regu-
latoren (C1 Inh, Faktor H und S-Protein) nachgewiesen, die von aktivierten Thrombozyten
sezerniert werden (Spycher und Nydegger 1995). Eine von aktivierten Thrombozyten freige-
setzte Kaseinkinase phosphoryliert C3. Durch eine verzögerte Inaktivierung der Spaltprodukte
(C3b) wird die Opsonierung von Immunkomplexen verstärkt (Ekdahl und Nilsson 1999).
Weitere Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfläche ermöglichen die Interaktion von akti-
vierten Komplementfaktoren mit dem Thrombozyt. Neben dem Komplementrezeptor CR2
läßt sich ein weiterer C3dg bindender Rezeptor auf Thrombozyten nachweisen (Vik und Fea-
ron 1987). Nicht nur die Bindung von Antigen-Antikörper-Komplexen über Fc-Rezeptoren an
die Thrombozytenoberfläche sondern auch die von C1q an einen spezifischen membrange-
bundenen Rezeptor führt zur Thrombozytenaktivierung (Peerschke und Ghebrehiwet 1998).
Zumindest bei einigen Spezies scheinen die Anaphylatoxine C3a und C5a entweder direkt
oder über die Freisetzung von Platelet-Activating-Factor aus neutrophilen Granulozyten
Thrombozyten zu aktivieren (Sundsmo und Fair 1983).
Verschiedene Studien mit gewaschenen Thrombozyten und isolierten Komplementfaktoren
zeigten, daß durch die Bindung von TCC an Thrombozyten ihre Aktivierung verstärkt wird
(Spycher und Nydegger 1995) Die Sekretion von TCC aus aktivierten Thrombozyten könnte
sowohl die Aktivierung durch die Bindung an ruhende Thrombozyten verstärken als auch
andere Zellen schädigen (Houle et al. 1989).
Die Bedeutung dieser Interaktionen zwischen Immun- und Gerinnungssystem in vivo ist noch
weitgehend unklar, allerdings kommt es bei einer Reihe von Erkrankungen, die mit einer Ak-
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tivierung des Komplementsystems einher gehen, parallel zur Thrombozytenaktivierung (Spy-
cher und Nydegger 1995).
2.3.2 Plasmatische Blutgerinnung und Komplementsystem
Die Kontaktaktivierung des endogenen Gerinnungssystems kann gleichzeitig zu einer Akti-
vierung des klassischen Komplementweges führen, da gebildeter ß-F XIIa C1r direkt spaltet
und entstehendes Thrombin C1 und Plasmin C1 und C3 aktivieren kann (Rother et al. 1997).
Kallikrein scheint dagegen einen eher hemmenden Effekt zu haben (Fuhrer et al. 1990).
Während die durch Komplement vermittelte Zell-Lyse über die Freisetzung von Ge-
websthromboplastin zur Aktivierung des exogenen Gerinnungsweges führt, sind die im Rah-
men der Gerinnung gebildeten Serinproteasen, wie F VIIa, F IXa, F XIa, F XIIa und Kal-
likrein, in der Lage C3 zu spalten. Neben geringen Mengen eines C3a-ähnlichen Moleküls
werden allerdings vorwiegend inaktive Spaltprodukte gebildet. Zusätzlich kann Thrombin C5
in zwei Fragmente mit geringer funktioneller Aktivität spalten. Die Bedeutung dieser Beo-
bachtungen für Entzündungsreaktionen bleibt wegen der geringen Aktivität der Spaltprodukte
aber fraglich (Rother et al. 1997).
Ein neues Modell zur Interaktion zwischen Komplementsystem und Plasminogenaktivator-
system vermutet, daß die durch die Komplementaktivierung aus Granulozyten freigesetzten
lysosomalen Enzyme oder Sauerstoffradikale Inhibitoren des Plasminogens oder Plasmins
inaktivieren und gleichzeitig C5b-9 die Aktivierung von Plasminogen verstärkt. Dadurch
kommt es zur vermehrten Bildung von Plasmin, das gewebespezifische Schäden verursacht
(Kramer et al. 1992). Eine Reihe von Komplementfaktoren beeinflußt die Aktivierung be-
stimmter Teile der plasmatischen Gerinnung. Aktivierter Faktor B (Faktor Bb) kann Pro-
thrombin zu thrombinähnlichen Molekülen, wie bei Spaltung durch Faktor Xa, (Fair et al.
1983) und Plasminogen zu Plasmin (Sundsmo und Wood 1981) umwandeln.
Für eine Reihe von Regulatoren sind wechselseitige Effekte auf Gerinnungs- und Komple-
mentsystem beschrieben, wie der oben erwähnte Komplex zwischen C4bp und Protein S
(Dahlbäck 1991). Antithrombin III, als wichtiger Inhibitor des Gerinnungssystems, hemmt
dosisabhängig und in Anwesenheit von Heparin verstärkt die Komplementaktivierung über
den klassischen und alternativen Weg (Weiler 1991). Umgekehrt stellt der C1 Inhibitor den
wichtigsten Inaktivator der Kontaktaktivierung dar (Wuillemin et al. 1995).
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3. Extrakorporale Blutzirkulation und Biokompatibilität
3.1 Extrakorporale Blutzirkulation
3.1.1 Allgemeines
Extrakorporale Blutzirkulation (ECC) wird heute in verschiedenen Formen eingesetzt. Dazu
zählen die Hämodialyse oder Hämofiltration als Nierenersatztherapie bei Niereninsuffizienz
und die isolierte Blutperfusion von Organen zur gezielten Chemotherapie bei onkologischen
Erkrankungen sowie weitere zum Teil experimentelle Verfahren wie Plasmaseparation oder
hybride Leberunterstützungsverfahren. Neben der uni- oder biventrikulären Herzunterstüt-
zung bei bestimmten Formen der Herzinsuffizienz werden Herz-Lungen-Maschinen zur ext-
rakorporalen Lungen- und Herz-Unterstützung bzw. -Ersatz bei verschiedenen Indikationen
eingesetzt. Mit dieser Form der ECC befaßt sich diese Arbeit.
3.1.2 Einsatz von Herz-Lungen-Maschinen
• Kardiopulmonaler Bypass (CPB)
Bei diesem in der Herzchirurgie routinemäßig eingesetzten Verfahren wird während der Ope-
ration am offenen Herzen die Atmung vollständig durch eine künstliche Lunge, den Oxygena-
tor, und die Herzfunktion durch eine Blutpumpe übernommen. Dabei wird das Blut kontinu-
ierlich venös entnommen und nach Oxygenierung und Kohlendioxidelimination arteriell zu-
rückgegeben (Plechinger 1988).
• Extrakorporale Lungenunterstützung
Bei Krankheitsbildern wie z. B. Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), das u. a. im
Rahmen von Sepsis, SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome), Pneumonie und
Multiorganversagen auftritt, ist es trotz intensiver Behandlungsstrategien und maschineller
Beatmungsformen nicht immer möglich einen adäquaten Gasaustausch zu erreichen. Durch
den Einsatz eines Oxygenators zur temporären Lungenunterstützung im Langzeiteinsatz, Ext-
rakorporale Membranoxygenierung (ECMO) genannt, kann ein ausreichender Gasaustausch
bei diesen Patienten erreicht werden.
Bei der Behandlung der ersten Patienten wurde das Blut aus einer Vene entnommen und nach
Passage der ECC arteriell zurückgegeben. Diese Form ist mit der kontinuierlichen hochdo-
sierten Gabe von Heparin, verminderter Lungenperfusion, gestörter Hämodynamik und Blut-
traumatisierung verbunden. Schwere Komplikationen wie Blutungen, Thromboembolien, In-
fektionen und Sepsis traten gehäuft auf (Zapol et al. 1979). Kolobow et al. stellten 1978 ein
Verfahren namens ECCO2-R (Extracorporeal CO2-Removal) vor, bei dem der Oxygenator die
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Entfernung des Kohlendioxid und eine partielle Oxygenierung gewährleistete, während die
restliche Oxygenierung über die pulmonale Insufflation von reinem Sauerstoff bei einem kon-
tinuierlichen positivem Atemwegsdruck („apnoeische Ventilation“) erfolgte. Weitere Modifi-
kationen erfolgten durch Gattinoni et al. (1980) mit dem Einsatz eines veno-venösen Bypasses
in Kombination mit einer „Low-Frequency Positive-Pressure Ventilation“, die aber in einer
prospektiven randomisierten Studie wahrscheinlich aufgrund sehr hoher Beatmungsdrücke,
niedriger extrakorporaler Blutflußraten, und einer hohen Rate an Blutungskomplikationen
durch hochdosierte Heparingaben das Outcome nicht verbesserte (Morris et al. 1994). Aller-
dings zeigte eine prospektive Studie, daß die ECMO in der Therapie des reversiblen Lungen-
versagens bei Neugeborenen eine signifikante Verbesserung der Prognose ermöglicht (UK
Collaborative ECMO Trial Group, 1996).
Bindslev et al. (1987) konnte durch den Einsatz heparinbeschichteter Systeme (HBS) die Rate
der Blutungskomplikationen während der ECC deutlich reduzieren. Im Rahmen von Fallstu-
dien konnte für die Therapie des schweren ARDS die sichere Anwendung von ECMO mit
heparinbeschichteten Systemen gezeigt werden und führte zu hohen Überlebensraten (Pappert
et al. 1996; Bartlett et al. 2000).
Bei der Behandlung des ARDS wird die ECMO, auch ECLS (Extracorporeal Lung Support)
genannt, heute meist im Rahmen von klinischen Algorithmen als letzte Therapieoption einge-
setzt, um mit Blutflußraten von bis zu 60 % des Herzminutenvolumens einen suffizienten
Gasaustausch zu erreichen. Die ECMO wird dabei mit einer niederfrequenten druckkontrol-
lierten Beatmung eingesetzt. Durch den Einsatz heparinbeschichteter Systeme ließ sich die
Antikoagulation auf 150-220 I.E. Heparin/kg KG/24 h senken (Pappert et al. 1996).
3.1.3 Aufbau von ECC-Systemen
• Allgemeines
ECC-Systeme für CPB und ECMO enthalten einen Oxygenator als Lungenersatz und eine
Pumpe für die Perfusion des Systems, sowie Schläuche und Reservoire. Durch die Kanülie-
rung großer Blutgefäße des Patienten erfolgt die Verbindung zwischen ECC-System und Pati-
ent (Abb. 7-2). Häufig werden auch ein arterieller Filter und darüber hinaus eine Reihe von
Monitoringsystemen und Reglern eingesetzt.
• Oxygenatoren
Nur noch von historischer Bedeutung sind die Filmoxygenatoren, bei denen der Gasaustausch
über einen dünnen Blutfilm, z. B. auf Edelstahloberflächen, erfolgt, die sich in einer Gasphase
befinden. Bei den Bubble-Oxygenatoren wird über eine Diffusorplatte Gas in das Blut einge-
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leitet, so daß zwischen dem Blut und den Gasbläschen ein Gasaustausch erfolgt. Anschlie-
ßend muß das Blut durch einen Entschäumer von den Gasbläschen befreit werden.
Bei Membranoxygenatoren hingegen sind Gas- und Blutphase durch eine Membran getrennt,
über die der Gasaustausch erfolgt. Dieser Oxygenatortyp zeigt eine entscheidend größere
Biokompatibilität und Patientensicherheit als der Bubble-Oxygenator (Oeveren et al. 1985).
Dabei gibt es verschiedene Membranmaterialien, wie Silikon mit einem Gasaustausch durch
Diffusion über eine geschlossenen Membran oder Polymere (PP, PE, PU), bei denen der Gas-
austausch über mikroporöse Membranen erfolgt. Das Polymer kann sowohl als Flachmemb-
ran als auch als Hohlfaser (Kapillarmembranoxygenator - CMO) verwendet werden. Bei den
gängigen Typen strömt das Gas innen durch die Hohlfaser und das Blut außen vorbei, wie
auch bei dem Oxygenator für die hier beschriebenen Versuche (Plechinger 1988).
• Arterielle Filter
Bei dem Einsatz von ECC-Systemen ist die Bildung von Mikroembolien durch Gasblasen,
Blutkoagel oder abgeschliffene Plastikpartikel gefürchtet. Zum Schutz des Patienten wurden
in den sechziger Jahren die ersten Filter aus Dacronwolle entwickelt (Swank et al. 1963), die
Gasblasen, Blutkoagel und Fremdkörper aus dem arterialisierten Blut vor der Rückgabe in
den Patienten herausfiltern sollten. Heute werden in erster Linie Netzfilter aus Kunststoffa-
sern eingesetzt (Plechinger 1988).
Durch den Einsatz von Filtern läßt sich die Rate von zerebro-vaskulären Embolien bei Opera-
tionen am offenen Herzen mit anschließenden neurologischen Defiziten deutlich senken
(Pugsley et al. 1994; Taggart et al. 1997).
3.2 Heparin
3.2.1 Allgemeines
Bei dem intensiven Oberflächenkontakt zwischen ECC-System und Patientenblut kommt es
zu einer massiven Aktivierung des Gerinnungssystems, die durch ein geeignetes Antikoagu-
lanz verhindert werden muß. Für diesen Zweck wird zur Zeit überwiegend Heparin als gut
erforschtes und bewährtes Antikoagulanz eingesetzt (Jackson 1990).
Bei dem erstmals von MacLean (1916) beschriebenen Heparin handelt es sich um eine hete-
rogene Gruppe von geradkettigen sauren Glucosaminoglykanen (Mucopolysaccharide). Die
Molekularmasse der in zahlreichen tierischen Geweben vorkommenden Moleküle liegt bei
etwa 3 bis 40 Kilodalton (kD). Hohe Konzentrationen findet man vor allem in Lunge, Leber
und Darmmukosa.
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Kommerziell erhältliches Heparin wird in erster Linie aus Rinderlungen und Schweinemuko-
sa isoliert. Durch alkalische Hydrolyse und verschiedene Reinigungsschritte erhält man dar-
aus das hochmolekulare unfraktionierte Heparin (HMWH) (3 - 40 kD).
Eine Weiterentwicklung sind die sogenannten niedermolekularen Heparine (LMWH) mit ei-
ner einheitlicheren Molekularmasse von ca. 4 - 6 kD, die durch verschiedene Hydrolysever-
fahren (alkalische, enzymatische) oder Depolymerisation mit Salpetersäure aus herkömmli-
chem Heparin hergestellt werden. Bei erhaltener antithrombotischer Aktivität zeichnet sie
u. a. ein geringeres Blutungsrisiko aus (Weitz 1997).
3.2.2 Physiologie
• Hochmolekulares Heparin (HMWH)
Heparin bindet sich mit einer spezifischen Pentasaccharidkette an Antithrombin III (AT III),
das eine spezifische heparinbindende Peptidkette enthält (Smith und Knauer 1987) und bildet
zunächst einen „low-affinity complex“, verbunden mit einer Konformationsänderung des An-
tithrombin III. Dadurch entsteht zum Einen ein „high-affinity complex“ zwischen AT III und
Heparin und zum Anderen wird die Bindung und Neutralisation von aktivierten Gerinnungs-
faktoren (Faktor IIa, IXa, Xa, XIa, XIIa und Kallikrein) durch AT III um das 1.000- bis
4.000fache beschleunigt (Boeckel et al. 1994).
Es lassen sich zwei Gruppen von Heparinen unterscheiden, High Affinity Heparin (HAH) und
Low Affinity Heparin (LAH) (Lam et al. 1976). Ersteres hat in der Pentasaccharid-Bindungs-
Region ein 3-O-sulphatiertes Glucosamin, das ihm eine hohe Antithrombin III Affinität ver-
leiht, im Gegensatz zum LAH, das etwa 65 % des HMWH ausmacht. Durch Affinitätschro-
matographie mit Hilfe von Matrix gebundenem Antithrombin III lassen sich LAH und HAH
isolieren.
HMW-Heparin führt unabhängig davon, ob es sich um HAH oder LAH handelt, in plättchen-
reichem Citratplasma zu verstärkter Thrombozytenaggregation, während bei LMW-Heparin
dieser Effekt nicht zu beobachten ist (Salzmann et al. 1980).
• Niedermolekulares Heparin (LMWH)
Aufgrund der kürzeren Kettenlänge der Moleküle sind LMWH nicht mehr in der Lage gleich-
zeitig Antithrombin III und Thrombin (F IIa) zu binden, so daß sie dieses kaum inaktivieren
können. Dagegen sind sie wie HMWH in der Lage die Neutralisierung von Faktor Xa durch
AT III zu beschleunigen, da dafür nicht die gleichzeitige Bindung beider Moleküle notwendig
ist. Die Wahrscheinlichkeit beim Patienten eine heparininduzierte Thrombozytopenie (HIT)
hervorzurufen ist vermindert und die reduzierte Adhäsion an Endothel, Blutzellen und Plas-
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maproteine führt zu einer besseren Bioverfügbarkeit, dosisunabhängigen Clearance und län-
geren Halbwertzeit. Aufgrund dieser Eigenschaften sind die LMWH heute im Rahmen der
Thromboseprophylaxe und –therapie weit verbreitet (Weitz 1997).
• Heparin und Komplementsystem
Bei mit Heparin durchgeführten in vitro Untersuchungen ließen sich eine Vielzahl von Effek-
ten auf das Komplementsystem nachweisen. So beschrieben Ecker und Gross bereits 1929
einen hemmenden Einfluß von Heparin auf das Komplementsystem. In den letzten Jahren
ließen sich eine Vielzahl von Einflüssen des Heparin auf einzelne Anteile des Komplement-
systems in vitro und in vitro nachweisen (Weiler et al. 1992). Allein 13 Komplementproteine
(C1q, C2, C4, C4bp, C1 Inh, B, D, H, P, C6, C8, C9, S-Protein) binden an das Heparinmole-
kül (Sahu und Pangburn 1993).
Der klassische Weg wird durch Heparin inhibiert, indem u. a. die C1-Inh-Funktion durch He-
parin potenziert wird (Caughman et al. 1982; Caldwell et al. 1999). Zusätzlich bindet Heparin
an C1q und verhindert so die Bildung der C1-Esterase (Almeda et al. 1983). Außerdem
scheint es die Bindung und Spaltung von C2 und C4 durch C1s zu verhindern (Loos et al.
1976). Die Bindung von C4b an C4b-binding-Protein kann durch Heparin ebenfalls inhibiert
werden (Hessing et al. 1990).
Der Alternativweg wird in Anwesenheit von Heparin deutlich inhibiert. Durch Bindung von
Heparin an Faktor H wird seine inhibitorische Potenz verstärkt (Meri und Pangburn 1990).
Diese Effekte lassen sich in geringerem Maße auch mit Heparin, das nur eine geringe antiko-
agulatorische Wirkung zeigt (LAH), beobachten (Edens et al. 1994).
3.2.3 Klinische Anwendung
• Indikation
Heparin wird in der Prophylaxe und Therapie von Störungen des Gerinnungssystems und der
venösen und arteriellen Blutgefäße eingesetzt. Bei ECC wird Heparin zur Antikoagulation
verwendet, um die Aktivierung des Gerinnungssystems zu hemmen.
• Komplikationen
Durch die Ausschaltung der Gerinnung kann es vor allem zu Blutungskomplikationen kom-
men. Unter Heparintherapie kann es zur Entwicklung zweier verschiedener Formen der
Thrombozytopenie kommen. Die zu Beginn einer Therapie auftretende milde Form (Typ I)
wird wahrscheinlich durch eine verstärkte Thrombozytenaggregation mit nachfolgendem
Verbrauch initiiert. Die heparininduzierte Thrombozytopenie Typ II (HIT) tritt bei bis zu 3 %
 3. Extrakorporale Blutzirkulation und Biokompatibilität30
der Patienten nach längerer oder wiederholter Therapie mit unfraktionierten Heparinen auf
sowie deutlich seltener nach Therapie mit niedermolekularen Heparinen. Bei dieser Erkran-
kung binden IgG-Antikörper des Patienten an Heparin-Plättchenfaktor 4-Komplexe und akti-
vieren Thrombozyten über ihren Fc-Rezeptor. In der Folge kommt es zu einem Abfall der
Thrombozyten auf weniger als 80 G/l, Thrombosen, Thromboembolien und einer
Verbrauchskoagulopathie (Warkentin et al. 1995).
Außerdem wurden Osteoporose, reversibler Haarausfall, Hautnekrosen und Hypoaldostero-
nismus bei einer Langzeittherapie mit Heparin über mehrere Wochen beschrieben (Kandrotas
1992). Nach intensiver Heparintherapie kann es bei plötzlichem Absetzen des Medikamentes
zum „Heparin-Rebound-Phänomen“ kommen, das auf einer verstärkten Aktivierung des Ge-
rinnungssystems beruht und deshalb mit einer verstärkten Thrombosegefahr einhergeht.
• Heparinantagonisierung durch Protamin
Die Heparinwirkung kann durch die Gabe von Protamin, einem argininreichen basischen Pro-
tein, antagonisiert werden. Es wird besonders in der Herzchirurgie eingesetzt, um nach Been-
digung des Einsatzes der Herz-Lungen-Maschine die Heparinwirkung zu antagonisieren.
Nach mehreren Stunden kann es allerdings durch Dissoziation des Komplexes zur erneuten
Antikoagulation durch freies Heparin kommen (Pifarre et al. 1981). Außerdem wirkt Protamin
in hohen Dosen selbst hemmend auf die plasmatische Gerinnung.
Bei der Protamingabe zur Heparinantagonisierung kommt es durch die Protamin-Heparin-
Komplexe zu einer schlagartigen starken Komplementaktivierung (Cavarocchi et al. 1985).
Parallel steigen transpulmonaler Druckgradient, arterieller und pulmonalarterieller Druck an
(Hobbhahn et al. 1991). Dies läßt sich auch bei kardiopulmonalem Bypass in Verbindung mit
einem temporären Abfall von Thrombozyten, Leukozyten und Granulozyten nachweisen
(Kirklin et al. 1986).
3.2.4 Alternative Verfahren zur Antikoagulation
• Cumarinderivate
Die Derivate des 4-Hydroxy-Cumarin (z. B. Dicumarol, Marcumar) hemmen kompetitiv die
Bildung der Vitamin K abhängigen Gerinnungsfaktoren und können im Gegensatz zu den
anderen nur parenteral wirksamen Antikoagulanzien oral angewendet werden (Jaenecke
1996). Wegen der langen Halbwertzeit von mehreren Tagen und des verzögerten Wirkungs-
eintritts sind sie für den Einsatz bei ECC nicht geeignet.
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• Hirudin
Rekombinant hergestelltes Hirudin, das ursprünglich aus dem Speicheldrüsensekret von Blut-
egeln isoliert wurde, ist klinisch als Antikoagulanz zugelassen und wirkt einzig über eine di-
rekte Inhibition des Thrombin. Es stellt den potentesten Thrombininhibitor dar, der zur Zeit
bekannt ist (Müller-Berghaus et al. 1992). Inzwischen liegen gute Erfahrungen mit dem Ein-
satz in der perioperativen Thromboseprophylaxe oder Hämodialyse bzw. Herzchirurgie bei
Patienten mit HIT-Syndrom vor (Riess et al. 1997). Probleme bereitet die rein renale Elimina-
tion des unveränderten Moleküls, da sich dadurch bei Patienten mit Niereninsuffizienz die
Halbwertzeit massiv verlängert.
• Heparinoide
Verschiedene vollständig oder teilweise künstlich hergestellte heparinähnliche Moleküle wur-
den entwickelt als Ersatz für Heparin, jedoch konnten sich die Substanzen wegen der deutlich
höheren Toxizität nicht durchsetzen (Jaenecke 1996).
3.2.5 Heparinbeschichtete Oberflächen
• Entwicklung
Besonders im Langzeiteinsatz kommt es bei extrakorporaler Blutzirkulation durch den hoch-
dosierten Einsatz von Heparin als Antikoagulanz häufig zu gravierenden Blutungskomplikati-
onen (Morris et al. 1994). Um die Biokompatibilität der ECC-Systeme zu verbessern, wurden
in den letzten Jahren verschiedene Methoden zur Heparinbeschichtung der Oberflächen
(HBS) entwickelt (Abb. 3-1), die durch ihre verringerte Thrombogenität bei bestimmten An-
wendungen eine Reduktion der systemischen Heparingabe erlauben (Wendel und Ziemer
1999).
Zunächst wurde Heparin durch ionische Bindungen an Oberflächen gebunden (Eriksson et al.
1967). Allerdings war die Bindung bei Blutkontakt nicht ausreichend stabil, das gebundene
Heparin wurde schnell ausgewaschen. Durch Behandlung mit Glutaraldehyd ließ sich die
Bindung stabilisieren (Larsson et al. 1977). Später versuchte man Heparin fest in die Oberflä-
che einzulagern oder kovalent an die Oberfläche zu binden (Heyman et al. 1985). Die Bin-
dung war zwar sehr stabil und zeigte wenig Auswaschung des Heparins verglichen mit der
ionischen Bindung, allerdings lag nur bei einem relativ kleinen Teil der Heparinmoleküle die
Pentasaccharidgruppe, die das Antithrombin III bindet, frei vor. Schließlich wurde ein Ver-
fahren zur Endpunktbindung der Heparinmoleküle entwickelt, das zu einem Maximum an
freiliegenden Antithrombin III-bindenden Sequenzen führt (Heinz und Stritter 1992; Larm et
al. 1983).
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Andere alternative Beschichtungsverfahren sind zur Zeit ebenfalls auf dem Markt erhältlich.
Dabei wird Heparin ionisch, kovalent oder durch eine Kombination von beidem an die Bio-
materialien gebunden. Andere Hersteller versuchen über eine Veränderung der Oberflächen-
struktur der für die Biomaterialien verwendeten Polymere bzw. die Bindung anderer Substan-
zen, wie z. B. Phospholipide, an die Oberflächen die Biokompatibilität zu steigern (Wendel
und Ziemer 1999).
• End-Punkt-gebundene Heparinbeschichtungen
Es ist möglich verschiedene Kunststoffoberflächen mit End-Punkt-gebundenem Heparin
(End-Point-Attachment) zu beschichten. Allerdings ist es noch nicht möglich Silikon, ein für
ECC häufig verwendetes Polymer, mit der gleichen Qualität zu beschichten.
Bei der Beschichtung von anderen Polymeren (PE, PP, PU,PVC) werden diese zunächst mit
konzentrierter Schwefelsäure und Kaliumpermanganat inkubiert, um durch angelagerte Car-
boxyl- und Sulphatgruppen eine negativ geladene Oberfläche zu schaffen. Dann wird Polye-
thylenimine (PEI), ein Polymer mit primären, sekundären und tertiären Aminogruppen im
Verhältnis 1:2:1, an die kationische Oberfläche angelagert. Schließlich wird an das PEI-
beschichtete Polyethylen degradiertes Heparin, das durch Inkubation von Heparin mit salpet-
riger Säure hergestellt wurde, über die durch die Degradierung am Ende der Heparinmoleküle
entstandenen Aldehydgruppen kovalent gebunden (Larm et al. 1983). Durch dieses Verfahren
ist wegen der vielen freiliegenden AT III-bindenden Regionen des Heparins eine optimale
antithrombotische „bioaktive“ Oberfläche gewährleistet (Carmeda Bioactive Surface®).
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Abb. 3-1. Verfahren zur Heparinbeschichtung (nach Heinz und Stritter 1992)
a) ionisch gebundenes Heparin b) kovalent gebundenes Heparin
c) Einlagerung von Heparin in Oberfläche d) End-Punkt-gebundenes Heparin.
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3.3 Biokompatibilität
3.3.1 Allgemeines
Wie schon in der Einleitung kurz dargestellt, werden Biomaterialien heute in vielen Bereichen
der Medizin eingesetzt. Die Interaktionen zwischen dem Material und dem Organismus
kommt dabei eine herausragende Rolle zu. Um diese Wechselwirkungen unter einem Begriff
zu subsumieren, definierten Gurland et. al. (1994) die Fähigkeit eines Materials, Gerätes oder
Systems, seine Arbeit ohne eine klinisch signifikante Abwehrreaktion für eine spezifische
Applikation zu verrichten, als Bio- oder Hämokompatibilität.
Im folgenden Kapitel sollen die verschiedenen Aspekte der Biokompatibilität für konventio-
nelle unbeschichtete und für heparinbeschichtete extrakorporale Blutzirkulation (ECC) bei
kardiopulmonalem Bypass (CPB) und extrakorporaler Membranoxygenierung (ECMO) kurz
dargestellt werden. Durch den intensiven Kontakt zwischen ECC und Blut aufgrund der ho-
hen Blutflußraten und der großen Materialoberflächen bei CPB und ECMO ist eine Bewer-
tung und Optimierung der Biokompatibilität besonders wichtig. Dabei fehlen aber noch aus-
reichend standardisierte Versuchsmodelle, um unterschiedliche Verfahren zur Optimierung
der Biokompatibilität, wie verschiedene Medikamente oder Beschichtungsverfahren, mitein-
ander vergleichen zu können und um zuverlässige, auf den klinischen Einsatz übertragbare
Ergebnisse zu bekommen (Oedekoven 2000).
Auf die beiden zentralen Aktivierungssysteme zur Beurteilung der Hämokompatibilität (Ge-
rinnungs- und Komplementsystem),die ein Kernthema dieser Arbeit sind, wird besonders ein-
gegangen.
3.3.2 Biokompatibilität von ECC-Systemen
• Allgemeines
Neben rheologischen Aspekten beim extrakorporalen Blutfluß spielt die massive Aktivierung
von Komplementsystem, Endothelzellen, Leukozyten und allen Anteilen des Gerinnungssys-
tems (intrinsisches und extrinsisches System, Fibrinolyse und Thrombozyten) eine herausra-
gende Rolle bei der Biokompatibilität einer ECC. Außerdem kommt es zu einer ganzen Reihe
von klinischen Störungen, die zum Teil aus der Aktivierung der oben beschriebenen Blutbe-
standteile resultieren (Mottaghy 2000; Edmunds 1995).
• Gerinnungssystem
Die Thrombozyten im Blut werden beim Einsatz von ECC-Systemen nicht nur durch mecha-
nische Faktoren, wie Scherung oder Fremdoberflächen sondern auch durch endogene Media-
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toren (Thrombin, C5b-9, Adrenalin oder verschiedene Zytokine) aktiviert (Tabuchi et al.
1995; Weerasinghe und Taylor 1998). Aber auch die hochdosierte Heparinisierung und die
nachfolgende Antagonisierung mit Protamin führen zur gesteigerten Thrombozytenaktivie-
rung (Wahba et al. 1996; Weerasinghe und Taylor 1998). Die aktivierten Thrombozyten bil-
den Aggregate, schütten verschiedene Sekretionsprodukte aus, die u. a. zur Vasodilatation
führen können (Borgdorff et al. 1994) und binden an die Oberflächen des ECC-Systems
(Haycox und Ratner 1993). Dies scheint nicht über den gpIb Rezeptor auf der Thrombozyte-
noberfläche, der für die Bindung von Thrombozyten an Basalmembranen sorgt, zu erfolgen,
sondern über den gpIIb/IIIa Rezeptor und oberflächengebundenes Fibrinogen (Sheppeck et al.
1991). Im Verlaufe der ECC kommt es neben der Abnahme der Thrombozytenzahl durch Ak-
tivierung zu einer schwer gestörten Funktion der restlichen zirkulierenden Thrombozyten
(Zilla et al. 1989; Rinder et al. 1991; Wahba et al. 1996).
An die Oberflächen, die mit Blut in Kontakt kommen, bindet sich zum Einen Fibrinogen und
zum Anderen kommt es zur Aktivierung des Kontaktsystems (Vroman et al. 1980). Bei der
Aktivierung des Gerinnungssystems über die Kontaktaktivierung und den endogenen Weg
kommt es über die Bindung von Faktor XII und HMW-Kininogen in Verbindung mit Fak-
tor XI und Kallikrein zur Bildung von Faktor IXa, der für die weitere Aktivierung sorgt. Das
Ausmaß der Aktivierung hängt neben der Reaktivität und Bindungskapazität der Oberflächen
auch von den Flußraten ab (Basmadjian et al. 1997).
Während HLM läßt sich trotz hochdosierter Heparingabe sowohl Thrombin als auch Fibrino-
peptid A als Zeichen einer nicht vollständigen Inhibierung der Gerinnung nachweisen (Bois-
clair et al. 1993; Davies et al. 1980). Die Endothelzellen schütten t-PA aus, das zur Bildung
von Plasmin und zur Aktivierung der Fibrinolyse führt (Gram et al. 1990).
• Komplementsystem
Das Ausmaß der Komplementaktivierung während ECC im Rahmen von CPB oder Hämodia-
lyse wurde in den letzten Jahren intensiv erforscht.
Die Aktivierung des Komplementsystems während ECC führt zum verstärkten Nachweis von
verschiedenen C3-Spaltprodukten wie C3a oder iC3b (Hammerschmidt et al. 1981; Cheno-
weth 1986; Liu und Elwing 1994). Dabei überwiegt allerdings die Aktivierung des alternati-
ven Weges über die des klassischen Weges und des Lektinweges (Kirschfink et al. 1993). Auf
den Oberflächen der Biomaterialien lassen sich neben C3-Spaltprodukten (C3b, C3c, C3d)
auch andere Komplementfaktoren, wie die Faktoren B und H, sowie der Terminalkomplex
nachweisen (Cheung et al. 1989; Lin et al. 1992; Kirschfink et al. 1993; Mollnes et al. 1995).
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SC5b-9-Komplexe als Zeichen der Aktivierung der terminalen Komplementsequenz treten
während der ECC vermehrt im Plasma auf (Deppisch et al. 1990).
Die Effekte in anderen Anteilen des Immunsystems zeigen sich in einer erhöhten Konzentra-
tion von Interleukinen (IL-1β, IL-6) und Tumornekrosefaktor (TNF-α) (Marti et al. 1995).
Während HLM kommt es zu einer deutlichen Granulozyten- und Monozytenaktivierung (An-
tonsen et al. 1987; Toft et al. 1998).
• Klinische Störungen
Störungen des Gerinnungssystems und insbesondere der Thrombozytenfunktion führen zu
postoperativen Blutungskomplikationen (Harker 1986). Bei einem Teil der Patienten kommt
es nach CPB durch Mikroembolien zu neurologischen Defiziten (Taggart et al. 1997).
Die Komplementaktivierung während ECC mit der nachfolgenden Aktivierung von Monozy-
ten und neutrophilen Granulozyten wird für das Auftreten von postoperativen Komplikationen
an verschiedenen Organen verantwortlich gemacht (Edmunds 1998). Die gleichzeitige Akti-
vierung von Endothelzellen durch Komplementspaltprodukte und Zytokine verstärkt die
Schädigung der verschiedenen Organe (Boyle et al. 1997). Dazu zählen neben einer ver-
schlechterten Lungenfunktion (MacNaughton et al. 1992; Friedmann et al. 1994) und dem
postoperativen Nierenversagen (Suen et al. 1998) auch kardiale Komplikationen und die Ge-
samtmorbidität (Kirklin et al. 1983).
Zusätzlich verstärkt die routinemäßige Anwendung von Protamin zur Antagonisierung der
Heparinwirkung nach CPB, wie in Abschnitt 4.4.3 dargestellt, nicht nur die Thrombozytenak-
tivierung sondern auch das Ausmaß der Komplementaktivierung und erhöht die Rate klini-
scher Komplikationen.
3.3.3 Kontrolle der durch ECC induzierten Störungen
Eine Möglichkeit die beobachteten Störungen, die durch die ECC induziert werden, zu ver-
mindern, ist die Gabe von verschiedenen Medikamenten oder Antikörpern.
Um die Gerinnungs- und Fibrinolyseaktivierung während ECC zu kontrollieren und den post-
operativen Blutverlust zu reduzieren, hat sich besonders die Gabe von Aprotinin, einem rever-
siblen Hemmstoff für Trypsin, Kallikrein und Plasmin, bewährt (Rich 1998). Ein früher pos-
tulierter protektiver Effekt von Aprotinin auf Thrombozyten hat sich nicht bestätigt (Wahba et
al. 1996). Nafamostat Mesilate, ein Hemmstoff der Serinproteasen, reduziert nicht nur effek-
tiv die Aktivierung von Thrombozyten und plasmatischer Gerinnung während ECC, sondern
auch die von neutrophilen Granulozyten (Sundaram et al. 1996; Mellgren et al. 1998). In wei-
teren experimentellen Ansätzen zur Reduktion der Thrombozytenaktivierung konnte unter
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anderem die Blockade des gpIIb/IIIa Rezeptors (Fibrinogenrezeptor) mit Hilfe eines Antikör-
pers den postoperativen Blutverlust reduzieren (Uthoff et al. 1994) und die kompetitive
Hemmung des Platelet-Activating-Factor (PAF) das Ausmaß der Lungenschädigung nach
experimentellem CPB vermindern (Zehr et al. 1995). Einen weiterer Ansatz stellt die Gabe
von inhalativem Stickstoffmonoxid über den Oxygenator dar, um intraoperative Aktivierung
und Adhäsion von Thrombozyten zu verhindern (Keh et al. 1996).
Aufgrund seiner zentralen Bedeutung im Rahmen der Entzündungsreaktion wurden verschie-
dene Ansätze zur Kontrolle der Komplementaktivierung entwickelt (Kirschfink 1997). In ei-
nem in vitro ECC-Modell konnte durch die Gabe von monoklonalen Antikörpern gegen hu-
manen Komplementfaktor C5 nicht nur die Bildung von C5a und C5b-9 vermindert sondern
auch die Leukozyten- und Thrombozytenaktivierung reduziert werden (Rinder et al. 1995).
Die analoge Anwendung von monoklonalen C8 Antikörpern zeigte dagegen nur eine Abnah-
me der C5b-9 Bildung und der Thrombozytenaktivierung (Rinder et al. 1999). Ähnliche Ver-
suche wurden mit Komplementregulatoren gestartet. Während C1 Inhibitor als „Rescue-
Therapie“ bei Komplikationen nach CPB seinen Wert zeigen konnte (Bauernschmitt et al.
1998), konnte durch die Gabe von löslichem Komplementrezeptor 1 bei CPB in kontrollierten
tierexperimentellen Studien die postoperative pulmonale und kardiale Funktion verbessert
werden (Chai et al. 2000).
Eine weitere Möglichkeit ist die Biokompatibilität der Materialien selbst zu steigern, indem,
wie in der vorliegenden Arbeit untersucht, die ECC-Oberflächen mit Heparin beschichtet
werden.
3.3.4 Biokompatibilität von Heparinbeschichtungen
• Allgemeines
Beim Einsatz von heparinbeschichteten Systemen kommt es zur Anlagerung von Antithrom-
bin III an die Pentasaccharid-Gruppen des gebundenen Heparins. Dadurch werden die Ver-
hältnisse an den Endothelzellen in Blutgefäßen nachgebildet, wo AT III u. a. durch Heparan-
sulfate auf der Zellmembran ans Endothel gebunden wird (Sanchez und Olsson 1999).
Unsere Arbeitsgruppe konnte in früheren Tierversuchen bereits den sicheren Einsatz von
ECC-Systemen mit bioaktiven kovalent gebundenen Heparinbeschichtungen ohne systemi-
sche Heparinisierung demonstrieren (Mottaghy et al. 1991).
• Gerinnungssystem
Abhängig von Blutfluß sowie Art und Dichte der Heparinbeschichtung kommt es zur Bindung
von AT III an die Oberflächen (Pasche et al. 1991; Sanchez et al. 1997). Nur wenn ausrei-
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chend AT III an die Oberflächen gebunden ist, wird die Kontaktaktivierung an den Biomate-
rialien effektiv unterbunden und es kommt nicht zur weiteren Aktivierung der Gerinnungs-
kaskade (Elgue et al. 1993; Sanchez et al. 1998). Dabei variiert die Effektivität der Gerin-
nungshemmung zwischen einzelnen Beschichtungen (Arnander et al. 1986).
Diese Erkenntnisse bestätigten sich in experimentellen und klinischen Studien, wo durch den
Einsatz einer Heparinbeschichtung bei CPB die Aktivierung sowohl des Gerinnungssystems
als auch der Thrombozyten deutlich reduziert wurde (Bannan et al. 1997; Nakajima et al.
1996; Moen et al. 1996).
• Komplementsystem
Beim Einsatz im Tierversuch und im in vitro Versuch ließen sich eine verminderte Komple-
mentaktivierung im Serum wie auch auf den Oberflächen im Vergleich zur unbeschichteten
Kontrolle nachweisen (Kirschfink et al. 1993). In anderen in vitro Studien wurde gezeigt, daß
durch eine Heparinbeschichtung die durch Zymosan induzierte Aktivierung des Alternativwe-
ges reduziert werden kann (Kazatchkine 1979). Mollnes et al. (1995) beobachteten für hepa-
rinbeschichtete Oberflächen die verminderte Bildung von C3b, C5a und C5b-9 in der flüssi-
gen Phase und auf den Oberflächen.
Beim Einsatz von beschichteten Systemen in der Herzchirurgie konnte neben der reduzierten
Komplementaktivierung eine verminderte Granulozytenaktivierung und Zytokinausschüttung
gezeigt werden, wobei jedoch die Effektivität unterschiedlicher Beschichtungsverfahren signi-
fikant unterschiedlich war (Ovrum et al. 1995a; Baufreton et al. 1998).
• Klinische Aspekte
Durch den Einsatz von HBS-Systemen ließ sich die postoperative Lungen- und Nierenfunkti-
on verbessern (Ranucci et al. 1996). Während sich beim Einsatz einer ionisch gebundenen
Heparinbeschichtung nur in Verbindung mit einer Reduzierung der systemischen Heparinisie-
rung der postoperative Blutverlust reduzieren ließ (Ovrum et al. 1995b; Ovrum et al. 1996),
war bei Einsatz einer kovalenten Heparinbeschichtung trotz konventioneller hochdosierter
Heparinisierung der Transfusionsbedarf aufgrund reduzierter Blutungen vermindert (Mahoney
und Lemole 1999).
Auch bei der ECMO konnte durch den Einsatz heparinbeschichteter ECC-Systeme in Verbin-
dung mit einer reduzierten systemischen Heparinisierung die Blutungsgefahr reduziert werden
und sogar während laufender ECMO-Therapie größere operative Eingriffe durchgeführt wer-
den (Pappert et al. 1996).
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4. Material und Methoden
4.1 Versuchsdurchführung und -beschreibung
4.1.1 Filterversuche
• Allgemeines
Im Rahmen extrakorporaler Blutzirkulation (ECC) werden eine Vielzahl von Komponenten
eingesetzt, die in unterschiedlichem Maße einen Einfluß auf die Funktion des Gesamtsystems
haben. Die Heparinbeschichtung (HBS) der Oberflächen stellt eine Möglichkeit dar, die Hä-
mokompatibilität zu optimieren. Welche Vor- und Nachteile die isolierte Beschichtung einer
einzigen Komponente der ansonsten unbeschichteten ECC bietet, ist aber weitgehend unklar.
Arterielle Filter stellen bezüglich Strömung, verwendeter Materialien, Aufgaben und Lage im
Kreislauf eine kritische Komponente der ECC dar. Deshalb sind sie ein gutes Modell, um den
Einfluß der Heparinbeschichtung einer isolierten Komponente auf die Biokompatibilität zu
beurteilen.
Heparinbeschichtete arterielle Filter wurden in einem konventionellen unbeschichteten in
vitro Kreislauf bei herkömmlicher High-Dose-Heparinisierung (HBS Hoch) und in einem
vollständig heparinbeschichteter Versuchsaufbau bei reduzierter systemischer Heparingabe
(HBS Niedrig) im Vergleich zu einem konventionellen vollständig unbeschichteten System
mit High-Dose Heparinisierung (Kontrolle) untersucht. Zur Beurteilung der Biokompatibilität
wurden verschiedene Gerinnungs- und Komplementparameter bestimmt und die Filterober-
flächen nach Versuchsende rasterelektronenmikroskopisch (REM) untersucht (Tab. 4-6).
• Versuchsaufbau
Der Versuchskreislauf wurde für die verschiedenen Versuchsgruppen (Tab. 4-1) entsprechend
Abb. 4-1 aufgebaut. Das Füllvolumen betrug 185 ml.
Tab. 4-1. Beschreibung der Versuchsgruppen.
Gruppe Versuchszahl arterieller Filter Schläuche Heparinisierung
HBS Niedrig 2 heparinbeschichtet heparinbeschichtet 2.000 I.E./l
HBS Hoch 2 heparinbeschichtet unbeschichtet 5.000 I.E./l
Kontrolle 2 unbeschichtet unbeschichtet 5.000 I.E./l
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0,3 l/min
Rollerpumpe
Entlüftung
arterieller Filter
Entnahme der Blutproben
Abb. 4-1. Skizze des Versuchsaufbaues der Filterversuche.
• Versuchsbeschreibung
Der Versuchskreislauf wurde zunächst mit Kohlendioxid gefüllt. Da sich Kohlendioxid besser
als Stickstoff im Blut löst, läßt sich der Kreislauf so später leichter blasenfrei füllen. Danach
wurde das System mit frisch abgenommenem humanem Heparinvollblut gefüllt und die Pum-
pe mit einer Flußrate von 0,3 l/min gestartet. Die Experimente wurden bei Raumtemperatur
durchgeführt.
Sofort nach dem Start sowie nach 30, 60 und 120 min wurden Blutproben entnommen. Die
entnommene Blutmenge wurde durch adäquat heparinisierte Ringerlösung ersetzt.
Nach Beendigung des Versuches nach zwei Stunden wurde der Filter für die spätere raster-
elektronenmikroskopische Untersuchung fixiert (vgl. Kapitel 9.2). Die Beschaffenheit der
Filteroberflächen wurde makroskopisch beurteilt. Anschließend wurden die Gehäuse der Fil-
ter geöffnet und repräsentative Proben der Filternetze entnommen, die später mit der Raster-
elektronenmikroskopie untersucht wurden.
4.1.2 „Chandler-Loop“ Versuche
• Konzept
Um die aus den Filter- und den in vivo Versuchen gewonnenen Ergebnisse zur Komplement-
aktivierung genauer beurteilen zu können, wurden in vitro Versuche mit einem „Chandler-
Loop“-System und humanem Heparinvollblut durchgeführt. Dazu wurde ein in vitro Ver-
suchsaufbau ähnlich dem schon 1974 von Gardner beschriebenen System eingesetzt. Durch
eine Erweiterung der Meßmöglichkeiten und weitergehende Minimierung von Störgrößen
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sollten detailliertere Ergebnisse zur Komplementaktivierung an heparinbeschichteten und
unbeschichteten Oberflächen gewonnen werden.
Dazu wurden verschiedene Aktivierungsprodukte des Komplementsystems im Plasma be-
stimmt und auf den Biomaterialien gebundene aktivierungsspezifische Komplementfaktoren,
wie auch Komplementregulatoren nachgewiesen.
• Versuchsaufbau
Heparinbeschichtete (HBS) und konventionelle unbeschichtete Schläuche (Kontrolle) wurden
in Form eines „Chandler“-Systems wie in Abb. 4-2 dargestellt in parallelen Ansätzen (n= 4)
untersucht.
Kanüle zur
Probenentnahme
Luftblase
Schlauch
Kunststoffrolle
Wasserbad
Abb. 4-2. Versuchsaufbau der in vitro Versuche mit dem Chandler-Loop.
• Versuchsbeschreibung
Die Biomaterialien (27,5 cm Schlauch, Durchmesser 3/8 Zoll) wurden für 60 min bei 37 °C
und ca. 10 Umdrehungen/min mit Humanblut inkubiert. Heparinbeschichtete und konventio-
nelle unbeschichtetete Schläuche wurden jeweils zum einen mit 15 ml heparinisiertem Voll-
blut (2 I.E/ml) und zum anderen mit heparinisierten EDTA-Vollblut (2 I.E./ml und
1 mg EDTA/ml) gefüllt. Neben diesen vier parallelen Ansätzen wurde heparinisiertes Vollblut
in einem Reaktionsgefäß bei 37 °C unter statischen Bedingungen inkubiert, um die unspezifi-
sche Komplementaktivierung durch Wärme zu beurteilen.
Unmittelbar vor Beginn des Versuches und nach 10, 30 und 60 min Versuchsdauer wurden
Blutproben entnommen und mit EDTA-Lösung bis zu einer Endkonzentration von 0,02 M
versetzt, um die ablaufenden Komplementreaktionen abzustoppen. Nach Versuchsende wur-
den die Schläuche mit Probenpuffer gespült und anschließend ca. 0,28 cm2 große Stücke aus-
gestanzt, um gebundene Komplementproteine auf den Oberflächen nachzuweisen.
Dabei repräsentieren die Versuche mit EDTA-Blut die unspezifische, d. h. aktivierungsunab-
hängige Bindung der Komplementproteine an die Oberflächen, während bei Experimenten
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mit Heparinblut die Summe aus unspezifischer und aktivierungsspezifischer Bindung be-
stimmt wurde. Um den aktivierungsspezifischen Anteil der Bindung von Komplementprotei-
nen an die Oberflächen zu ermitteln, wurde von den Werten für Heparinblut die für EDTA-
Blut subtrahiert.
4.1.3 In vivo Versuche
• Allgemeines
Um die Biokompatibilität von heparinbeschichteten ECC-Systemen noch genauer beurteilen
zu können, wurden in vivo Langzeitversuche mit adulten Schafen durchgeführt. Ein vollstän-
dig heparinbeschichtetes ECC-System (HBS) mit einem Kapillarmembranoxygenator wurde
unter kritischen Bedingungen, nämlich ohne jegliche systemische Heparingabe, beim Schaf
untersucht (n = 8).
Da es in einer früheren Studie bei den Kontrollversuchen mit Einsatz von ECMO und syste-
mischer Heparinisierung aufgrund schwerwiegender Blutungskomplikationen zu einer hohen
Letalität mit vorzeitigem Versuchsabbruch kam (Kovacs 1993), wurde aus Tierschutzgründen
die Zahl der Kontrollversuche begrenzt. Als Kontrolle wurden zwei Versuche mit konventio-
nellen unbeschichteten Systemen und systemischer Heparinisierung durchgeführt.
Durch die Langzeitanwendung im in vivo Versuch konnte die Biokompatibilität unter ande-
rem durch die Reaktion des Gesamtorganismus des Tieres auf die ECC beurteilt werden. Es
wurden Schafe als Versuchstiere verwendet, da sie bezüglich Blutvolumen, Hämodynamik,
Gewicht und Gerinnungssystem (Karges et al. 1994) dem Menschen ähneln.
Zur weiteren Beurteilung der Biokompatibilität wurden verschiedene Parameter, insbesondere
des Gerinnungs- und Komplementsystems, herangezogen (Tab. 4-3 und Tab. 4-6).
Die Versuche wurden vom zuständigen Regierungspräsidenten genehmigt und von der Tier-
schutzbeauftragten des Universitätsklinikums der RWTH Aachen überwacht.
• Versuchsaufbau
Es wurden drei bis vier Jahre alte weibliche Schafe (Merino-Mix) mit einem Körpergewicht
von 55 bis 85 kg verwendet. Zum Anschluß an die ECC wurden dem Tier vier Katheter (Tab.
4-2) nach dem Schema der Abb. 4-3 implantiert.
Das ECC-System wurde unter sterilen Kautelen, wie in Abb. 4-4 dargestellt, aufgebaut. Für
die HBS-Gruppe wurden nur Komponenten eingesetzt, bei denen sämtliche mit Blut in Kon-
takt kommenden Oberflächen mit einer bioaktiven Heparinoberfläche beschichtet waren.
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Tab. 4-2. Liste der dem Schaf implantierten Katheter.
Katheter Lage im Körper
Arterieller Katheter Arteria carotis dextra
Absaugkatheter I über Vena jugularis dextra im Atrium dextrum cordis
Absaugkatheter II Vena jugularis sinistra nach cranial
Rückgabekatheter über Vena jugularis sinistra und Atrium dextrum bis in Vena cava caudalis
Diaphragma
Rückgabekatheter
Absaugkatheter II
V. jugularis sinistra
Aorta
V. cava cranialis
Absaugkatheter I
A. carotis dextra
arterieller Katheter
V. jugularis dextra
V. cava caudalis
Atrium dextrum
Abb. 4-3. Skizze der Katheterlage im Schaf.
1,5 l/min
Rückgabekatheter
Absaugkatheter II
Absaugkatheter I
Reservoir
Rollerpumpe
Oxygenator
Bluteinlaß
Wasser Ein-/Auslaß
Gasauslaß
Blutauslaß
Gaseinlaß
Abb. 4-4. Schematischer Aufbau des ECC-Systems der in vivo Versuche.
• Versuchsbeschreibung
Die Tiere wurden vor der Aufnahme in die Versuchsgruppe auf Ihren Gesundheitszustand
untersucht, um Krankheiten oder Trächtigkeit auszuschließen. Dazu wurden u. a. Blut-, Urin-
und Stuhlproben untersucht. Zwei bis vier Wochen vor jedem Versuch wurde den Tieren Blut
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zur 0-Wert-Bestimmung und eine Blutkonserve von 450 ml abgenommen. Aus dieser wurde
ein Erythrozytenkonzentrat, das während des Versuches als Eigenblut zurückgegeben wurde,
und Frischplasma zum Primen des ECC-Systems hergestellt.
Den Schafen wurden in Intubationsnarkose unter Verwendung von Halothan und Lachgas die
erforderlichen Katheter implantiert. Die Arteria carotis dextra und beide Venae jugulares
wurden legiert. Da Schafe keine Vena jugularis externa besitzen, wurden die Absaugkatheter I
und II schon vor Anschluß an die ECC miteinander verbunden, um einen ausreichenden Blu-
tabfluß aus dem Kopf zu gewährleisten. Alle Katheter wurden bis zum Anschluß des ECC-
Systems ständig mit 0,9%iger Natriumchlorid-Lösung gespült, um die Bildung von Blutge-
rinnseln in den Kathetern zu verhindern. Anschließend wachten die Schafe wieder auf und
wurden extubiert.
Das ECC-System wurde entsprechend Abb. 4-4 aufgebaut und zunächst zur leichteren luftbla-
senfreien Füllung mit Kohlendioxid begast. Dann wurde der extrakorporale Blutkreislauf mit
Ringerlösung gefüllt. Anschließend wurde das autologe Frischplasma infundiert und rezirku-
liert. Durch dieses Priming wurden verschiedene Blutproteine, insbesondere Antithrombin III,
an die heparinbeschichteten Oberflächen angelagert. Anschließend wurde das Tier an das
ECC-System, wie in Abb. 4-3 dargestellt, angeschlossen und die extrakorporale Blutzirkulati-
on mit einem Blutfluß von 1,5 l/min und einem Gasfluß von 1,5 l/min bei 100 % Sauerstoff
gestartet. Dabei wurde das Gas auf etwa 37 °C vorgewärmt und das Blut über den Wärmetau-
scher des Oxygenators auf etwa 38,5 °C temperiert.
Die Kontrolltiere wurden systemisch heparinisiert, wobei die Dosis der ACT, die über 300 s
liegen sollte, angepaßt wurde. Vor der Implantation der Katheter wurde bei den Kontrollen
ein Heparinbolus von 300 I.E./kg Körpergewicht injiziert.
Während des Versuches wurde die Tiere intensivmedizinisch überwacht. Dazu wurden eine
Reihe von Meßparametern erhoben. Zu definierten Zeitpunkten wurden den Tieren Blutpro-
ben für die Analyse der verschiedenen Parameter insbesondere des Gerinnungs- und Kom-
plementsystems entnommen (Tab. 4-3). Die Blutentnahme erfolgte mit Ausnahme der arte-
riellen Blutgase vor dem Oxygenator aus dem ECC-Kreislauf. Parallel wurden einige Parame-
ter zur Leistungskontrolle des Oxygenators bestimmt (Tab. 4-4). Die Blutgase wurden dabei
mit dem Blutgasanalyzer ABL 510 (Radiometer Kopenhagen, DK), die Drücke mit dem Mo-
nitor Sirecust 404 (Siemens Erlangen, D) gemessen.
Während der Versuche wurde den Schafen verschiedene Medikamente prophylaktisch appli-
ziert, die durch verschiedene Bedarfsmedikamente ergänzt wurden (Tab. 4-5). Die Tiere wur-
den ausreichend analgesiert und bei Bedarf sediert.
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Nach 120 h bzw. bei sehr schlechtem klinischen Zustand des Tieres wurde das Schaf in tiefer
Narkose mit Hilfe einer Kaliumchloridinfusion eingeschläfert. Das Tier wurde anschließend
seziert. Die Oxygenatoren wurden entweder fixiert und rasterelektronenmikroskopisch unter-
sucht oder die verbliebene Heparinaktivität auf der Oberfläche mittels Toluidinblau (Smith et
al. 1980) bestimmt. Von einigen Versuchen wurden Schlauchproben eingefroren, um gebun-
dene Komplementfaktoren nachzuweisen.
Tab. 4-3. Probenentnahmezeiten u. a. der Gerinnungs- und Komplementparameter.
Zeit [h] vor ECC-Start 0,05 0,25 0,5 1 4 8 12 24 48 72 96 120
TZ, PTT, Quick,
ACT, Heparin, F XII,
Fibrinogen, AT III
X X X X X X X X X X X X X
Thrombozyten X X X X X X X X X X X
Komplement X X X X X X X X X
HKT, PlHb X X X X X X X X X X X X X
Leukozyten, GE X X X X X X
Tab. 4-4. Parameter zur intensivmedizinischen Überwachung und zur Oxygenatorleistung.
Meßparameter Frequenz
Intensivmedizinische Parameter
Blutige arterielle Druckmessung kontinuierlich
Körpertemperatur, Flüssigkeitsbilanz, arterielle Blutgase, Hämoglobin alle 8 h
GOT, Harnstoff, Kreatinin, Harnsäure, Glukose, Na+, K+, Ca2+ täglich
Gerinnungs- und Komplementparameter vgl. Tab. 4-6
Hämatokrit, Leukozyten, Thrombozyten, Plasma-Hämoglobin, GE vgl. Tab. 4-6
Parameter zur Oxygenatorleistung
Blutige Druckmessung vor und nach dem Oxygenator kontinuierlich
Blutgase vor und nach dem Oxygenator alle 4 h
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Tab. 4-5. Medikamentenliste der in vivo Versuche.
Medikament Wirkstoff Dosis
Regelmäßige Medikamente
Euphyllin® 200 Byk Gulden Theophyllin 8,4 mg/h
Solu-Decortin® H 50 Hoechst Prednisolon 50 mg/12 h
Mucosolvan® Thomae Ambroxol 15 mg/8 h
Refobacin® Merck Gentamicin 80 mg/12 h
Rocephin® Roche Ceftriaxon 2 g/24 h
Novalgin® Hoechst Metamizol-Natrium 850 mg/h
Heparin-Na 25.000 I.E. Braun Heparin-Natrium an ACT orientiert (> 300 sec.)
Bedarfsmedikamente
Lasix® 20 mg Hoechst Furosemid 10 - 40 mg nach Diurese
Valium® Roche Diazepam 5 - 20 mg bei Bedarf
Calcium Sandoz® 10% Kalzium-Gluconat/-Lactobionat 10- 20 ml nach Labor
Kaliumchlorid 7,45 % Braun Kaliumchlorid 20 - 50 mmol nach Labor
4.1.4 Laborparameter
• Verarbeitung der Blutproben
Zur Beurteilung der Biokompatibilität wurden bei den Versuchen verschiedene Parameter
bestimmt (Tab. 4-6) und die dafür entnommenen Blutproben wie folgt verarbeitet.
Aus entnommenem Zitratblut (ein Teil 3,8%ige Zitratlösung auf neun Teile Blut) durch
Zentrifugation (10 min bei 2000 g) gewonnenes Plasma wurde direkt verarbeitet oder maxi-
mal vier Wochen bei -20 °C gelagert. EDTA-Blut (1 mg EDTA/ml Blut) wurde 30 min bei
+4 °C und Vollblut für die Serumherstellung 15 min bei Raumtemperatur zum Gerinnen so-
wie weitere 15 min bei +4 °C gelagert. Nach dem Zentrifugieren (15 min bei 1000 g und
+4 °C) wurden EDTA-Plasma und Serum aus dem Überstand in flüssigem Stickstoff bei
-176 °C schockgefroren und dann bei -80 °C gelagert. EDTA-Blut für die Thrombozytenzäh-
lung wurde maximal 24 h bei Raumtemperatur gelagert.
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Tab. 4-6: Übersicht über die bestimmten Laborparameter.
Parameter Probenart Filtervers. In vivo Vers. In vitro Vers.
Gerinnung
TZ, PTT, Quick, Heparin Citratplasma X
F XII, Fibrinogen, AT III Citratplasma X X
ACT Vollblut X
Thrombozyten EDTA-Blut X X
Komplement
CH 50, APH 50 Serum X X
APW-, CPW-, TCC-ELISA EDTA-Plasma X X
iC3b-ELISA EDTA-Plasma X
Proteine auf Oberflächen Stanzen X X
Sonstige
Leukozyten, Hämatokrit EDTA-Blut X X
Gesamt-Eiweiß Serum X
Plasma-Hämoglobin Citratplasma X
Rasterelektronenmikroskopie Biomaterialien X X
• Statistische Analyse der gemessenen Parameter
Aus den in Doppelbestimmung gemessenen Parametern wurde der Mittelwert errechnet. An-
schließend wurde aus den Einzelwerten der verschiedenen Experimente einer Versuchsgruppe
der Mittelwert und die Standardabweichung nach folgender Formel errechnet.
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Es wurden bei den in vitro Versuchen mit dem „Chandler-Loop“-System statistische Analy-
sen durchgeführt, um signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu ermitteln.
Diese wurden mit dem U-Test von Mann, Whitney und Wilcoxon durchgeführt, der für unab-
hängige Stichproben bei nicht-normalverteilten Grundgesamtheiten entwickelt wurde. Da man
bei der geringen Versuchszahl bei den hier dargestellten Studien nicht von einer Normalver-
teilung der Werte ausgehen konnte, wurde dieses Testverfahren und kein t-Test durchgeführt.
Eine statistische Signifikanz wurde für p < 0,05 angenommen.
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4.2 Gerinnungsdiagnostik
4.2.1 Übersicht
In der vorliegenden Arbeit wurden neben globalen Untersuchungen des Gerinnungssystems
die Bestimmung verschiedener Einzelfaktoren durchgeführt. Globalteste waren Activated
Clotting Time (ACT), Thrombinzeit (TZ), partielle Thromboplastinzeit (PTT) und Throm-
boplastinzeit (Quick). Fibrinogen, Gerinnungsfaktor XII (F XII) und Antithrombin III
(AT III) wurden als Einzelfaktoren bestimmt. Zusätzlich wurden die Heparinkonzentration
und die Thrombozytenzahl untersucht. Die ACT wurde mit Vollblut, die Thrombozytenzahl
mit EDTA-Blut, alle anderen Gerinnungstests mit plättchenarmem Citratplasma (ein Teil
Natriumzitratlösung 0,11 mol/l auf neun Teile Blut) gemessen.
4.2.2 Koagulometrische Methoden
• Allgemeines
Für die koagulometrische Messung der verschiedenen Gerinnungsparameter wurde ein Ku-
gelkoagulometer (KC 10; Amelung Lemgo, D) benutzt. In diesem Gerät befinden sich
10 schräggestellte rotierende Einmalküvetten. Am tiefsten Punkt jeder Küvette befindet sich
eine Stahlkugel, die sich in einem Magnetfeld befindet. Beim Starten des jeweiligen Gerin-
nungstests beginnt die Zeitmessung im Gerät. Gerinnt die Probe, dreht sich die Stahlkugel mit
der Küvette mit und entfernt sich aus dem Magnetfeld. Der dadurch in einem magnetischen
Sensor ausgelöste Impuls stoppt die Zeitmessung. Die Küvetten werden im Koagulometer auf
37 °C temperiert. Alle Messungen wurden in Doppelbestimmung ausgeführt.
Die Messungen wurden nach den Meßprotokollen des Herstellers durchgeführt, die im einzel-
nen im Anhang beschrieben sind.
• Thrombinzeit (TZ)
Der Test dient der Erfassung der durch Thrombin induzierten Fibrinogenbildung und Fibri-
naggregation (Jürgens 1952). Durch Zugabe einer geringen Menge Thrombin und Ca2+-Ionen
zu Citratplasma wird die Gerinnung der Probe gestartet. Die Gerinnungszeit hängt dabei von
der Fibrinogenkonzentration ab und wird durch die Anwesenheit von Heparin und Fibrino-
genspaltprodukten verlängert.
• Partielle Thromboplastinzeit (PTT)
Die partielle Thromboplastinzeit dient der Erfassung des gesamten endogenen Gerinnungs-
weges (Proctor und Rapaport 1961). Citratplasma wird partielles Thromboplastin als Aktiva-
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tor des endogenen Gerinnungsweges und Kaolin als Oberflächenaktivator zur Verstärkung der
Aktivierung zugefügt. Anschließend wird durch Zugabe von Ca2+-Ionen die Gerinnung ge-
startet. Die Gerinnungszeit (GZ) hängt von der Konzentration der Faktoren des endogenen
Gerinnungsweges (Faktor XII, XI, IX und VIII) sowie der gemeinsamen Endstrecke der Ge-
rinnungskaskade (Faktor X, V, II und Fibrinogen) ab. Heparin führt in Anwesenheit von An-
tithrombin III zu einer Verlängerung der partiellen Thromboplastinzeit.
• Thromboplastinzeit (Quick)
Die Thromboplastinzeit dient der Erfassung des exogenen Gerinnungsweges. Bei der Metho-
de nach Quick (1935) werden Citratplasma Gewebsthromboplastin und Ca2+-Ionen hinzuge-
fügt. Dadurch kommt es infolge einer Aktivierung des exogenen Gerinnungsweges zur Gerin-
nung. Die Gerinnungszeit ist dabei von der Konzentration des Gerinnungsfaktors VII (exoge-
ner Weg) und den Faktoren X, V und II sowie Fibrinogen (gemeinsame Endstrecke der Ge-
rinnung) abhängig. Unter der Therapie mit Vitamin K-Antagonisten und bei verminderter
Syntheseleistung der Leber kommt es zu einem Abfall.
Durch Zusatz eines Heparininhibitors zum Reagenz ist die Gerinnungszeit relativ unabhängig
von der Heparinkonzentration. Die gemessenen Gerinnungszeiten werden mit Hilfe einer Be-
zugskurve in die Einheit Prozent des Normwertes umgerechnet.
• Faktor XII (F XII)
Das Meßverfahren zur koagulometrischen Bestimmung der Faktor XII-Konzentration ent-
spricht einer modifizierten partiellen Thromboplastinzeit (Lutze und Urbahn 1988). Dabei
werden alle Gerinnungsfaktoren außer Faktor XII durch Gabe von Faktor XII-Mangelplasma
im Überschuß zugeführt. Dadurch wird die gemessene Thromboplastinzeit allein von der Fak-
tor XII-Konzentration abhängig.
Mit Hilfe einer vorher erstellten Bezugskurve kann die Faktor XII-Konzentration in der Ein-
heit Prozent der Norm bestimmt werden.
• Faktor XII-Bestimmung in Anwesenheit von Heparin
Bei einem Teil der Versuche war in den Proben Heparin bis zu einer Konzentration von
5 I.E./ml Blut enthalten. Da es sich bei der Messung um eine modifizierte PTT-Messung han-
delt, bewirken schon geringe Heparinmengen in der Probe eine deutliche Verlängerung der
Gerinnungszeit. Dadurch wird eine exakte Messung der Faktor XII-Konzentration in diesem
Fall unmöglich.
Durch Zugabe von Polybrene® als Heparininhibitor läßt sich die Methode jedoch auch in An-
wesenheit von Heparin nutzen (Lämmle et al. 1983). Dazu wurde dem Diäthylbarbiturat-
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Acetat-Puffer Polybrene® als Heparininhibitor in einer Konzentration von 15 mg/l hinzuge-
fügt. Dadurch lag bei der Messung im Koagulometer Polybrene® in einer Konzentration von
3 mg/l vor, wodurch bis zu 6 I.E. Heparin/ml Plasma in der Probe inhibiert und die Fak-
tor XII-Konzentration gemessen werden konnte.
Für die Messungen mit Polybrene® wurden in gleicher Weise wie oben beschrieben Bezugs-
kurven für gepooltes Schafplasma und Standardhumanplasma erstellt und daraus durch linea-
re Regression Ausgleichsgeraden errechnet. Damit konnte wiederum die Faktor XII-
Konzentration in Prozent der Norm ermittelt werden.
• Fibrinogen
Es wurde die Methode nach Clauss (1957) zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration an-
gewandt. Dabei handelt sich um eine modifizierte Thrombinzeitbestimmung. Citratplasma
wird soweit verdünnt, daß die Fibrinogenkonzentration in der Probe zwischen 0,1 und 0,5 g/l
liegt. Unter standardisierten Bedingungen ist die Gerinnungszeit bei Zugabe von Thrombin im
Überschuß indirekt proportional der Fibrinogenkonzentration. Durch Zusatz eines Heparinin-
hibitors ist die Messung unhäbhängig von der Heparinkonzentration.
• Activated Clotting Time (ACT)
Die ACT wurde für die „Bedside“-Überwachung der hochdosierten Heparintherapie insbe-
sondere in der Herzchirurgie bei Einsatz von ECC-Systemen entwickelt. Dabei wird Vollblut
zusammen mit Celite® (Diatomaceous Erde) inkubiert und die Zeit bis zur Bildung eines
Thrombus mit Hilfe eines speziellen Testgerätes (Hemochron® Model 800, ITC New Jersey,
USA) gemessen (Hattersley 1966).
4.2.3 Photometrische Methoden
• Allgemeines
Die photometrischen Methoden wurden mit dem aca® III Discrete Clinical Analyzer (Du Pont
Wilmington, USA) und den passenden Analytical Test Packs durchgeführt. Die gemessenen
Extinktionen wurden mit Hilfe einer einprogrammierten Standardkurve automatisch in Kon-
zentrationen umgerechnet.
• Antithrombin III (AT III)
Das Antithrombin III im Citratplasma wird bei der Methode nach Holmes et al. (1981) mit
Heparin und Thrombin im Überschuß inkubiert und bildet einen inaktiven Thrombin-AT III-
Heparin-Komplex. Das restliche aktive Thrombin spaltet ein chromogenes Substrat und die
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Absorption des entstehenden Farbstoffes α-Toluenethiol wird bei 452 nm mit dem Photome-
ter gemessen.
Die Absorption ist proportional der Konzentration des Farbstoffes und umgekehrt proportio-
nal der Konzentration an Antithrombin III. Aus der Absorption wurde die Antithrombin III-
Konzentration in I.E./ml errechnet.
• Heparin
Es wurde ein chromogenes Verfahren zur Bestimmung der Heparinaktivität benutzt (Teien et
al. 1976). Das Heparin in der Probe bildet mit dem in der Probe vorhandenen Antithrom-
bin III einen Heparin-Antithrombin III-Komplex. Dieser inhibiert einen Teil des in dem Test-
pack enthaltenen Faktor Xa. Der restliche nicht inhibierte Faktor Xa spaltet von einem chro-
mogenen Peptidsubstrat p-Nitroanilin ab, dessen Konzentration proportional der photomet-
risch gemessenen Absorption bei 405 nm und umgekehrt proportional der Heparinkonzentra-
tion ist. Für eine korrektes Ergebnis muß eine ausreichende Menge Antithrombin III in der
Zitratplasmaprobe vorhanden sein, da das Testpack selbst kein Antithrombin III enthält und
man sonst falsch niedrige Heparinkonzentrationen erhält.
Die gemessene Absorption wurde vom Gerät mit Hilfe einer Standardkurve in I.E./ml Blut
umgerechnet. Da der Meßbereich bei 0,02-1,20 I.E./ml lag, mußte für höhere Heparinkon-
zentrationen mußte die Probe mit normalem Plasma (95-105 % AT III eines Standardhuman-
plasma) verdünnt und anschließend gemessen werden.
• Bestimmung von Heparin beim Schaf
Bei der Messung von Schafplasma wurden mit der programmierten Standardkurve für huma-
nes Citratplasma falsch niedrige Werte gemessen. Daher wurde Schafblut mit definierten
Mengen Heparin versetzt und anschließend die Heparinkonzentration mit dem Analyzer be-
stimmt. Die erhaltenen Werte wurden in ein x-y-Diagramm eingetragen und eine Ausgleichs-
kurve errechnet (Abb. 4-5). Mit ihrer Hilfe konnten die falsch niedrig gemessenen Werte für
Schafplasma korrigiert werden.
Ein Grund für die zu niedrigen Heparinwerte könnte zum einen in einer geringeren Affinität
des Heparins zum Antithrombin III von Schafen liegen. In diesem Falle wäre es aber auch bei
der Antithrombin III-Bestimmung zu falsch niedrigen Werten gekommen, da auch die dort
verwendete Methode die Bildung von Heparin-Antithrombin III-Komplexen nutzt. Die ge-
messenen Werte waren aber plausibel und ähnlich hoch wie bei der Messung von Humanblut,
so daß diese These eher unwahrscheinlich ist. Da aber bei diesem Verfahren zur Antithrom-
bin III-Messung statt Faktor Xa Thrombin verwendet wird, besteht die Möglichkeit, daß der
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im Testpack für die Heparinmessung enthaltene Faktor Xa durch das in der Probe enthaltene
Antithrombin III vom Schaf in geringerem Maße inhibiert wird als durch humanes An-
tithrombin III, wogegen dieser Unterschied zwischen Antithrombin III von Schaf und Mensch
für die Inhibierung von Thrombin nicht besteht.
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Abb. 4-5. Korrekturkurve für Heparinmessung beim Schaf.
Tatsächliche Heparinkonzentration gegen gemessene aufgetragen.
Polynomische Ausgleichsgerade: y = -1,143x2 + 3,9469x + 0,0879; R2 = 0,997.
4.2.4 Thrombozytenzahl
Das für die Leukozytenzählung verwendete Gerät ließ sich nicht auf die Messung von
Schafthrombozyten eichen. Der Grund lag wahrscheinlich darin, daß Thrombozyten und E-
rythrozyten beim Schaf fast gleich groß sind. Dadurch wird ein Teil der Thrombozyten vom
Gerät als Erythrozyten gezählt, so daß die gemessenen Thrombozytenzahlen zu niedrig lagen.
Daher wurde die Thrombozytenzahl mikroskopisch mit Hilfe einer Zählkammer bestimmt
(Greiling und Gressner 1995). Die Probenvorbereitung und Thrombozytenzählung erfolgte
analog der Vorschrift für das verwendete Reagenz (Thrombozyten-Einzeltest, Kabe Labor-
technik Nümbrecht, D).
4.2.5 Referenzbereiche
Die Normwerte für die verschiedenen Gerinnungsparameter wurden für Humanblut der Lite-
ratur entnommen. Für Schafblut wurden zum Teil Literaturangaben verwendet. Zusätzlich
wurden Blutproben gesunder Schafe entnommen und die verschiedenen Gerinnungsparameter
bestimmt. Anschließend wurde daraus der mittlere 95 % Referenzbereich bestimmt (Tab.
4-7).
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Tab. 4-7. Referenzbereiche verschiedener Gerinnungsparameter bei Schafen und Menschen
(nach: 1) selbst bestimmt; 2) Karges et al. 1994; 3) Thomas 1992; 4) Hecker 1983;
5) Hattersley 1966; 6) PERIMED 1992; 7) Greiling und Gressner 1995).
Parameter Einheit Schaf Human
Referenzbereich 1) n = Referenzbereich 2) Referenzbereich 3)
ACT s 85 - 157 11 81 - 135 5)
TZ s 11 - 14 13 12,0 - 14,2 10 - 13
PTT s 17 - 38 13 30,1 - 39,8 18 - 40
Quick % der Norm 70 - 90 13 14,4 - 19,8 70 - 120
F XII % der Norm 70 - 140 6 70 - 150
Fibrinogen mg/dl 140 - 620 13 211 - 373 4) 180 - 350
AT III I.E./ml 17 - 22 13 20 - 29 6)
Thrombozyten G/l 250 - 660 13 336 - 578 4) 150 - 350 7)
4.3 Komplementdiagnostik
4.3.1 Funktionelle Testverfahren
• Methode
Bei den funktionellen Testverfahren handelt es sich um Titrationen zur Beurteilung der hämo-
lytischen Aktivität des Komplementsystems. Inaktive Faktoren oder Spaltprodukte beeinflus-
sen die gemessenen Werte nicht.
Grundlage für dieses Untersuchungsverfahren bildet die Fähigkeit des Komplementsystems
Zellen, in diesem Falle Erythrozyten, zu lysieren. Eine Verdünnungsreihe einer Serumprobe
wird mit Erythrozyten inkubiert und anschließend photometrisch die Hämolyserate gemessen.
Anschließend ermittelt man die Verdünnungsstufe, die in der Lage ist 50% der Erythrozyten
zu lysieren. Je größer diese Verdünnungsstufe ist, desto größer ist die Komplementaktivität
der untersuchten Probe.
Mit der CH 50-Methode wird die Aktivität des klassischen Weges der Komplementaktivie-
rung erfaßt. In Anwesenheit von Mg2+- und Ca2+-Ionen werden die Zielzellen, meist mit Anti-
körpern beschichtete Hammelerythrozyten, durch Aktivierung des klassischen Weges lysiert
(Mayer 1961). Da homologe Erythrozyten vom Komplementsystem schlecht lysiert werden
(Tanaka et al. 1987), wurden für den CH 50-Test bei der in vivo Schafstudie antikörperbe-
schichtete Hühnererythrozyten eingesetzt.
Die APH 50-Methode erfaßt die Aktivität des alternativen Weges der Komplementaktivie-
rung. Dazu werden Hühner- oder Kaninchenerythrozyten als hämolytische Zielzellen verwen-
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det, die den alternativen Weg aktivieren und lysiert werden. Da der Versuch in Abwesenheit
von Ca2+-Ionen durchgeführt wird, kann es nicht zur Aktivierung des klassischen Weges
kommen (Joiner et al. 1983).
• Meßverfahren
Hühnererythrozyten (CHE) oder Hammelerythrozyten (HAE) in Alsevers, EDTA und Penicil-
lin wurden in Puffer aufgenommen und dreimal gewaschen. Dazu wurde die Erythrozyten-
suspension 5 min bei 1000 g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Erythrozyten-
Pellet mit Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden anschließend auf eine definierte Zellzahl
eingestellt.
Für die Durchführung der CH 50 wurden die eingestellten Erythrozyten (CHE oder HAE)
20 min bei 30 °C mit dem Antikörper Ambozeptor 6.000 (Behring Marburg, D) im Verhältnis
1/200 inkubiert und anschließend dreimal gewaschen. Anschließend wurden die nun mit An-
tikörper beschichteten Zellen (CHEA oder HAEA) auf das Ursprungsvolumen aufgefüllt.
Es wurde eine geometrische Verdünnungsreihe der Serumproben mit Puffer erstellt. Gleiche
Volumina der Verdünnungsstufen wurden mit einer definierten Anzahl von Testerythrozyten
versetzt und anschließend 1 h bei 37° C inkubiert. Parallel wurde je eine Kontrolle zur Spon-
tanlyse, 50%iger und 100%iger Lyse mitgeführt. Zum Teil wurde anschließend noch eine
definierte Menge Puffer hinzugefügt. Dann wurde der gesamte Ansatz 5 min bei 1.000 g
zentrifugiert und die Extinktion im Überstand bei 412 oder 541 nm photometrisch gemessen.
Von der gemessenen Extinktion der Verdünnungsstufen wurde der Wert für die Spontanlyse
subtrahiert. Die errechneten Extinktionen wurden gegen die reziproken Werte der Verdün-
nungsstufen halblogarithmisch aufgetragen. Durch diese Punkte wurde eine sigmoide Aus-
gleichsgerade gelegt. Da die größte Verdünnung mit einer 100%igen Lyse der Erythrozyten
im flachen Teil der Kurve nicht exakt zu ermitteln war, wurde der Wert für die 50%ige Lyse
ermittelt. Mit Hilfe der Kontrolle zur 50%igen Lyse, deren Extinktion parallel zur Abszisse
eingetragen wurde, konnte man die Serumverdünnung ermitteln, die 50% der Zellen lysiert.
Dieser Wert wurde in hämolytischen Einheiten pro ml [E/ml] angegeben.
• CH 50 für Schafblut
Es wurden Hühnererythrozyten verwendet, die in VBS-Puffer + Gelatine aufgenommen wur-
den. Die Erythrozytensuspension wurde auf 1,5 x 108 Erythrozyten/ml eingestellt. Diese Zell-
zahl ist erreicht, wenn man nach der Lyse von 100 µl Suspension in 2,4 ml Wasser eine opti-
sche Dichte von 1,8 bei 412 nm erhält. Anschließend wurden die Zellen mit Ambozeptor be-
schichtet.
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1000 µl der Verdünnungsreihe der Serumproben mit VBS-Puffer + Gelatine (1/30, 1/40, 1/60,
1/80, 1/120, 1/160, 1/240) wurden mit 100 µl CHEA-Suspension 1 h bei 37 °C inkubiert und
danach mit 1000 µl VBS-Puffer + Gelatine versetzt. Nach der Zentrifugation wurde die Ex-
tinktion im Überstand bei 412 nm gemessen.
• CH 50 für Humanblut
Hammelerythrozyten wurden analog den CHE für die CH 50 im Schafsystem eingestellt und
mit Ambozeptor beschichtet.
1.000 µl der erstellten geometrischen Verdünnungsreihe (1/40, 1/60, 1/80, 1/120, 1/160,
1/240, 1/320) in VBS-Puffer + Gelatine wurden mit 500 µl HAEA inkubiert und nach der
Zentrifugation bei 541 nm die Extinktion gemessen.
• APH 50 für Schafblut
Die Hühnererythrozyten wurden wie für die CH 50 auf 1,5 x 108 Zellen/ml eingestellt. Aller-
dings wurden die Zellen in VBS-EgTA-Puffer aufgenommen, um die APH 50 in Abwesenheit
von Ca2+-Ionen zu messen.
1.000 µl einer Serumverdünnungsreihe in VBS-EgTA-Puffer (1/10, 1/15, 1/20, 1/30, 1/40,
1/60) wurden mit 100 µl CHE inkubiert. Nach Zugabe von 1000 µl EDTA-Puffer und Zentri-
fugation wurde die Extinktion im Überstand bei 412 nm gemessen.
• APH 50 für Humanblut
Die Hühnererythrozyten wurden auf 2 x 108 Zellen/ml eingestellt. Verdünnt man diese Zell-
suspension 1/150 mit Aqua dest. erhält man für die lysierten Zellen bei 541 nm eine photo-
metrische Extinktion von 0,53.
Je 500 µl der in VBS-EgTA-Puffer verdünnten Serumproben (1/2 bis 1/128) wurden mit
200 µl CHE inkubiert und anschließend vor der Zentrifugation mit 800µl EDTA-Puffer ver-
dünnt. Die Extinktion wurde im Überstand bei 541 nm gemessen.
4.3.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) für Humanplasma
• Methode
Dieses Verfahren, das von Engvall und Perlmann 1971 erstmals beschrieben wurde, macht
sich die spezifische Bindung zwischen Antigen (AG) und Antikörper (AK) zu Nutze. Dadurch
läßt sich ein untersuchtes Antigen oder auch ein Antikörper sehr spezifisch und sensitiv
nachweisen.
In dieser Arbeit wurden ausschließlich Doppelsandwich-ELISA eingesetzt, um aktivierungs-
spezifische Proteine oder Proteinkomplexe des Komplementsystems nachzuweisen.
4.Material und Methoden 55
Ein spezifisches Antigen an der Oberfläche des untersuchten Proteins bindet an einen Anti-
körper, der an eine Kunststoffoberfläche angelagert wurde. Über ein anderes Antigen auf der
Oberfläche wird ein zweiter Antikörper an diesen Komplex gebunden. An diesen wird dann
ein Anti-Immunglobulin-Antikörper gebunden, der mit einem Enzym, wie alkalische Phos-
phatase oder Peroxidase, markiert wurde. Für die in dieser Arbeit verwendeten ELISA wur-
den ausschließlich mit Peroxidase markierte Antikörper eingesetzt. Anschließend wandelt das
Enzym ein Substrat in einen Farbstoff um, dessen Extinktion photometrisch bestimmt wird.
Die gemessene Extinktion ist der Proteinkonzentration proportional. Durch den Vergleich mit
einer mitgeführten Verdünnungsreihe eines Standards kann die Konzentration des Proteins
oder Proteinkomplexes in der Probe bestimmt werden.
• Meßverfahren
Nach jedem der folgenden Inkubationsschritte wurde die Mikrotiterplatte mit Waschpuffer
gewaschen, um überschüssige Moleküle der inkubierten Substanz zu entfernen. Dafür wurde
ein Titertek®-Microplate-Washer S8/12 (Flow Laboratories, GB) verwendet. Der erste Anti-
körper (AK) wurde in Beschichtungspuffer gelöst und durch Inkubation an die Oberfläche
einer Mikrotiterplatte (Maxisorb™ mit 96 Wells; Nunc Wiesbaden, D) gebunden. Die noch
freien Oberflächen wurden anschließend durch Inkubation mit einer Proteinlösung (PBS-
Puffer mit BSA oder Gelatine) abgedeckt, um eine spätere unspezifische Bindung von Anti-
gen oder Antikörper an die Platte zu verhindern. Nun wurden die Proben und eine geometri-
sche Verdünnungsreihe eines Standards in Doppelbestimmung inkubiert. Zusätzlich wurden
zwei Näpfchen lediglich mit Puffer gefüllt, um später eine unspezifische Bindung der Anti-
körper beurteilen zu können. Anschließend wurde der zweite Antikörper inkubiert, der sich an
die gebundenen AG-AK-Komplexe anlagerte. An den zweiten Antikörper wurde ein dritter,
der mit dem Enzym Peroxidase konjugiert war, durch Inkubation gebunden. Zuletzt wurde ein
chromogenes Substrat (OPD oder ABTS) und H2O2 zugesetzt, das durch die Peroxidase in
einen Farbstoff umgesetzt wurde. Nach kurzer Inkubation wurde eine Säure hinzupipettiert,
um die Enzymreaktion abzustoppen. Die Extinktion des entstehenden Farbstoffes wurde mit
einem ELISA-Reader (SLT-Labortechnik, A) mit 96 Meßkanälen bei einer spezifischen
Meßwellenlänge gegen eine Referenzwellenlänge gemessen.
Die genauen Protokolle der verwendeten ELISA und der verwendeten Puffer sind im Anhang
dargestellt.
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• C3bBbP-Komplex-ELISA für Humanplasma (APW-ELISA)
Zur Beurteilung der Aktivierung des Alternativweges (APW) wurde die Konzentration der
alternativen C3-Konvertase ( C3bBbP -Komplex) gemessen (Zilow et al. 1990).
• C1rsC1Inh-Komplex-ELISA für Humanplasma (CPW-ELISA)
Bei der Aktivierung des klassischen Weges (CPW) kommt es zur Bildung des
rsC1q -Komplexes. Dieser wird anschließend durch Bindung des C1-Inhibitors zum inaktiven
C1rsC1Inh-Komplex umgewandelt, der sich mit diesem ELISA nachweisen läßt (Goldann
1989).
• sC5b-9-Komplex-ELISA für Humanplasma (TCC-ELISA)
In der Membranangriffsphase komme es zur Bildung des Terminalkomplexes (TCC), der so-
wohl in gebundener als auch im Komplex mit dem Regulator S-Protein als sC5b-9 in gelöster
Form vorliegt. Mit diesem ELISA läßt sich die gelöste Form des C5b-9-Komplexes (sC5b-9)
sehr sensitiv nachweisen (Mollnes et al. 1985).
4.3.3 C3-Aktivierungsprodukte-ELISA für Schafblut (iC3b-ELISA)
• Allgemeines
Die nach der C3 Aktivierung durch Faktor I Spaltung entstehenden iC3b-Moleküle lassen sich
mit Hilfe eines monoklonalen Antikörpers, der gegen ein Neoepitop auf der Oberfläche des
iC3b-Moleküls gerichtet ist, nachweisen. Dieser Antikörper bindet spezifisch an iC3b und
iC3(H2O), aber nicht an C3, C3b oder kleinere C3b-Spaltprodukte.
Da nach Vorversuchen mit diesem Antikörper eine Kreuzreaktivität mit iC3b-Molekülen von
Schafen postuliert werden konnte, wurde unter Benutzung eines polyklonalen Antikörpers
vom Kaninchen gegen C3 vom Schaf (rb anti-sh C3-AK) ein ELISA zum Nachweis von iC3b
im Schafblut entwickelt.
• Entwicklung
In einem Vorversuch mit durch Zymosan aktivierten und nicht aktivierten Human- und
Schafseren ließ sich eine deutliche Kreuzreaktivität des iC3b-Antikörpers (ms anti-hu iC3b-
AK) nachweisen. Deshalb wurde ein Doppelsandwich-ELISA zum quantitativen Nachweis
von iC3b-Molekülen beim Schaf entworfen. Der ms anti-hu iC3b-AK wurde an die Oberflä-
che der Mikrotiterplatte gebunden (AK 1) und als zweiter Antikörper wurde der polyklonale
rb anti-sh C3-AK verwendet. Ein gegen IgG vom Kaninchen gerichteter Antikörper war als
dritter Antikörper mit Peroxidase konjugiert (F(ab)2 gt anti-rb IgG (H+L)-PO).
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Da der rb anti-sh C3-Antikörper (AK 2) unspezifisch an den ms anti-human iC3b-Antikörper
(AK 1) band, kam es unabhängig von den eingesetzten Proben zu einer relativ hohen Hin-
tergrundextinktion. Durch Zugabe von normalem Mausserum zum AK 2, um die unspezifi-
schen Bindungen abzufangen, ließ sich der Hintergrund nicht wesentlich senken. Durch die
Verwendung von PBS + 1 % Gelatine statt PBS + 1 % BSA als Abdeckpuffer ließ sich der
Hintergrund schließlich minimieren.
Die optimalen Antikörperverdünnungen wurden austitriert, um ein Maximum an Differen-
zierbarkeit zwischen aktivierten und nicht aktivierten Proben bei einem minimalen Hinter-
grund zu erreichen. Die folgenden Verdünnungsstufen kristallisierten sich als optimal heraus:
ms anti-hu iC3b 1/1000, rb anti-sh C3 1/1000, F(ab)2 gt anti-rb IgG (H+L)-PO 1/2000.
In einem letzten Schritt wurde die optimale Probenverdünnung auf 1/2 festgelegt. Dadurch
konnte eine maximale Differenzierbarkeit der Proben mit einer Extinktion der Proben kombi-
niert werden, die im optimalen Teil der Standardkurve liegt.
• Erstellung eines Standards
Um die gemessenen Extinktionen der einzelnen Proben miteinander vergleichen zu können,
mußte aktiviertes Standardserum für eine Verdünnungsreihe erstellt werden. Dazu wurde
normales Schafserum wie bei der Erstellung des TCC-Standards durch Inkubation mit Zymo-
san aktiviert. Anschließend wurde eine Verdünnungsreihe ausgetestet, die einen optimalen
Verlauf der Standardkurve gewährleistete. Die Menge an iC3b im aktivierten Serum wurde
auf 1000 E/ml festgelegt.
4.3.4 Nachweis von oberflächengebundenen Komplementproteinen
• Methode
Parallel zu den ELISA, die zum Nachweis von gelösten Komplementproteinen dienten, wurde
ein ELISA entwickelt, um an Oberflächen gebundene Komplementproteinen quantitativ be-
stimmen zu können. Als Grundlage diente das von Kovacs 1993 beschriebene Verfahren.
Analog den oben beschriebenen ELISA, wo das AG über einen AK an die Plattenoberfläche
angelagert wurde, waren die Komplementproteine hier direkt an die Oberfläche der Biomate-
rialien gebunden. Durch einen gegen diese gerichteten AK, einen mit Peroxidase konjugierten
Anti-Immunglobulin-AK und ein chromogenes Substrat wurden sie nachgewiesen.
• Meßverfahren
Aus Biomaterialien, an denen durch die Inkubation mit Blut oder Blutbestandteilen Komple-
mentproteine anhafteten, wurden ca. 0,28 cm2 große Stücke ausgestanzt. Diese wurden in
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Vertiefungen einer Mikrotiterplatte gefüllt und nach dem Waschen mit Probenpuffer (PBS +
1 % BSA) abgedeckt. Die ausgestanzten Proben wurden nach einem erneuten Waschschritt
mit verschiedenen Antikörpern inkubiert, die spezifisch an die zu untersuchenden Proteine
banden. Nach dem Waschen mit Waschpuffer wurde an diese Antikörper ein Anti-
Immunglobulin-AK gebunden, der mit Peroxidase konjugiert war. Die Platten wurden an-
schließend erneut gewaschen, H2O2 und das Substrat OPD hinzugegeben und die Reaktion
nach ca. 10minütiger Inkubation mit Schwefelsäure abgestoppt. Nachdem der Überstand in
eine neue Mikrotiterplatte pipettiert worden war, wurde die Extinktion bei 492 nm gegen eine
Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen. Das genaue Protokoll ist im Anhang dargestellt.
• Messungen bei den in vivo Versuchen mit Schafen
Für die Messungen beim Schaf wurden ein polyklonaler Antikörper gegen Komplementfaktor
C3 vom Schaf verwendet. Zusätzlich wurden verschiedene Antikörper gegen humane Kom-
plementfaktoren verwendet, die eine hohe Kreuzreaktivität mit Komplementproteinen vom
Schaf zeigten (iC3b, C5, C9, C4, C1 Inhibitor).
4.3.5 Referenzbereiche
Für die in dieser Arbeit verwendeten Komplementparameter gelten die in Tab. 4-8 dargestell-
ten Referenzbereiche. Diese wurden entweder der Literatur entnommen oder analog dem für
die Gerinnungsparameter durchgeführten Verfahren aus Blutproben verschiedener gesunder
Schafe selbst ermittelt (vgl. Tab. 4-8).
Tab. 4-8. Referenzbereiche verschiedener Komplementparameter bei Schafen und Menschen
(selbst bestimmt).
Parameter Einheit Schaf Human
Referenzbereich n = Referenzbereich
CH 50 E/ml 65 - 120 11 80-120
APH 50 E/ml 25 - 45 11 80-120
TCC-ELISA mg/ml 10 - 661
APW-ELISA mg/ml 10,7 - 22,3
CPW-ELISA E/ml 106 - 264
iC3b-ELISA E/ml 0 - 5 10
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4.4 Sonstige diagnostischer Parameter
4.4.1 Klinische Chemie
• Leukozyten
Die Leukozytenzahl wurde mit dem Autolyzer 801 (Contraves AG Zürich, CH) , der entweder
auf Human- oder Schafblut geeicht wurde, vollautomatisch gemessen. Das EDTA-Blut der
Probe wurde zunächst verdünnt und die Erythrozyten wurden lysiert. Anschließend wurde die
Leukozytenzahl photometrisch gemessen (Thomas 1992).
• Hämatokrit (HKT)
Hierbei wird der Anteil der korpuskulären Bestandteile am Gesamtblut in Prozent bestimmt.
EDTA-Blut wurde dazu in eine Glaskapillare gefüllt, 5 min bei 15.000 g zentrifugiert und
anschließend mit einem Nomogramm der Hämatokrit abgelesen (Thomas 1992).
• Plasma-Hämoglobin (PlHb)
Dieser Test dient der Erfassung des freien, im Plasma gelösten Hämoglobins als Zeichen einer
stattgefundenen Lyse der Erythrozyten.
250 µl Citratplasma wurden mit 1 ml Cyanidlösung (Reaktionslösung für die Hb-Messung)
inkubiert. Anschließend wurde mit einem Photometer die Extinktion bei 540 nm gemessen.
Davon wurde der bei 680 nm gemessene Referenzwert subtrahiert. Die Differenz mit 746
multipliziert ergab die Plasma-Hämoglobin-Konzentration in mg% (Richterich 1968).
• Gesamt-Eiweiß (GE)
Im Schafserum wurde mit Hilfe eines Kodak Ektachrom DT-Analyzers (Kodak Rochester,
USA) und des passenden Testpacks die Geamt-Eiweiß-Konzentration in der Einheit g/dl nach
der Biuret-Methode (Thomas 1992) bestimmt.
4.4.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)
Die zu untersuchenden Biomaterialien wurden zunächst mit Phosphatpuffer gespült und an-
schließend mit einer 2,5prozentigen Glutaraldehydlösung fixiert. Nach dem Trocknen wurden
repräsentative Proben der Biomaterialien entnommen und mit Gold bedampft.
Die so vorbereiteten Proben wurden dann mit dem Rasterelektronenmikroskop auf ihre Ober-
flächenbeschaffenheit untersucht. Dabei wird mit einem Elektronenstrahl (Durchmesser unge-
fähr 10 nm) die Präparateoberfläche rasterförmig abgetastet und die zurückgeworfenen Elekt-
ronen registriert und in ein Schwarz-Weiß-Bild auf einer Bildröhre umgewandelt.
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4.4.3 Bestimmung von oberflächengebundenem Heparin
Mit einem von Smith et al. (1980) entwickelten Verfahren kann die auf Oberflächen gebun-
dene Heparinmenge quantifiziert werden.
Die Oxygenatoren wurden zunächst mit Phosphatpuffer gespült und anschließend drei reprä-
sentative Proben der mikroporösen Hohlfasern entnommen. Diese wurden über Nacht noch-
mals mit einer 1 %igen Sodium Dodecylsulfate Lösung (SDS) gespült, um an die Oberflächen
gebundene Proteinmoleküle zu entfernen. Anschließend wurden die Proben mit verdünnter
Toluidinblau-Lösung inkubiert. Toluidinblau lagerte sich nun an die oberflächengebundenen
Heparinmoleküle an.
Da freies Toluidinblau ein Absorptionsmaximum bei 631 nm hat, wurde mit einem Photome-
ter die Extinktion bei 631 nm im Überstand bestimmt. Diese Extinktion war der Konzentrati-
on an gelöstem Toluidinblau direkt proportional und der Menge an oberflächengebundenem
Heparin umgekehrt proportional. Mit Hilfe einer Standardkurve konnte aus der Extinktion die
Menge an oberflächengebundenem Heparin in E/cm2 bestimmt werden.
4.4.4 Referenzbereiche
Analog dem Vorgehen für die Gerinnungsparameter (vgl. Tab. 4-7) und die Komplementpa-
rameter (vgl. Tab. 4-8) werden hier die Referenzbereiche für Human- und Schafblut zusam-
mengefaßt. Dazu gehören neben den selbst ermittelten Wert, auch Angaben aus der Literatur.
Tab. 4-9. Referenzbereiche bei Schafen und Menschen
(nach: 1) selbst bestimmt; 2) Hecker 1983; 3) Thomas 1992; 4) Richterich 1968).
Parameter Einheit Schaf Human
Referenzbereich 1) n = Referenzbereich 2) Referenzbereich 3)
Leukozyten 1/µl 3300 - 8800 13 4000 - 12000 4400 - 11300
HKT % 20 - 35 13 37 - 45 36 - 50
PlHb mg% 10 - 45 13 5 - 40 4)
GE g/l 62 - 77 13 66 - 83
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5. Ergebnisse
5.1 Allgemeines
Zunächst werden die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen mit arteriellen Blutfiltern und
heparinisiertem Humanblut dargestellt. Anschließend folgen die in vitro Experimente mit
humanem Heparinvollblut und schließlich die tierexperimentellen in vivo Versuche. Die ge-
messenen Werte der einzelnen Parameter werden für die einzelnen Gruppen als Mittelwerte
zusammen mit der Standardabweichung über die Versuchsdauer dargestellt.
5.2 Filterversuche
5.2.1 Vorbemerkungen
Die Ergebnisse werden für die drei Versuchsgruppen HBS Niedrig mit vollständig heparinbe-
schichtetem System (2 I.E. Heparin /ml Blut), HBS Hoch mit heparinbeschichteten Filtern bei
unbeschichtetem System (5 I.E. Heparin /ml Blut) und Kontrolle mit konventionellem unbe-
schichtetem System (5 I.E. Heparin /ml Blut) dargestellt.
Durch die strikte Standardisierung der Versuche war es möglich, trotz der beschränkten Ver-
suchszahl pro Gruppe deutliche Tendenzen zu erkennen und dadurch eine schlüssige Interpre-
tation der Ergebnisse zu ermöglichen.
Bei den in vitro Versuchen mit arteriellen Filtern wurde bei allen Untersuchungen ein identi-
sches Probenvolumen aus dem Versuchskreislauf entnommen und durch adäquat heparinisier-
te Ringerlösung ersetzt. Auf eine Hämatokritkorrektur zum Ausgleich unterschiedlicher Hä-
modilution konnte deshalb verzichtet werden. Um die Konzentrationsänderungen der einzel-
nen Parameter während des Versuches bei den unterschiedlichen Gruppen besser vergleichen
zu können, wurden die Ausgangswerte gleich 100 % gesetzt und die folgenden Werte auf die-
se bezogen.
5.2.2 Gerinnungsparameter
Die gemessenen Konzentrationen der drei Gerinnungsproteine Faktor XII, Fibrinogen und
Antithrombin III werden in Abb. 5-2 dargestellt. Die Zahl der Thrombozyten ist in Abb. 5-1
dargestellt.
In den Versuchen mit unbeschichteten Filtern (Kontrolle) fiel die Thrombozytenzahl beson-
ders in der ersten halben Stunde deutlich stärker ab als bei den heparinbeschichteten Filtern
(HBS Hoch und HBS Niedrig). Während bei HBS Hoch initial ein stärkerer Abfall erfolgte als
bei HBS Niedrig, war es nach zwei Stunden genau umgekehrt (Abb. 5-1).
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Faktor XII blieb in der HBS Hoch Gruppe über die gesamte Untersuchungsdauer nahezu kon-
stant. Bei der Kontrollgruppe kam es schon nach 30 min zu einem Abfall von etwa 10 %. An-
schließend blieben die Werte konstant. Versuche in der HBS Niedrig Gruppe zeigten bei an-
sonsten gleichbleibenden Faktor XII-Konzentrationen einen Abfall zwischen 30 und 60 min
Versuchsdauer. Der Abfall war geringer als bei den Kontrollversuchen (Abb. 5-2).
Die Fibrinogenkonzentration blieb in der HBS Niedrig Gruppe bis 30 min Untersuchungsdau-
er konstant, um anschließend auf 80 % des Ausgangswertes abzufallen. Vom Versuchsbeginn
an fiel die Fibrinogenmenge bei HBS Hoch um insgesamt 30 % ab, während die der Kontroll-
gruppe um knapp 40 % abnahm (Abb. 5-2).
Die gemessene Antithrombin III-Konzentration fiel in allen drei Gruppen relativ gleichmäßig
über die zwei Stunden Versuchsdauer ab. Dabei war der Abfall bei HBS Niedrig am gerings-
ten und in der HBS Hoch Gruppe am stärksten. Die gemessenen Werte der Kontrollgruppe
lagen zwischen den Werten der beiden Gruppen mit heparinbeschichteten Filtern (Abb. 5-2).
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Abb. 5-1. Filterversuche: Thrombozytenzahl in Prozent des Ausgangswertes.
Mittelwerte und Standardabweichung der drei Versuchsgruppen über die Versuchsdauer.
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Abb. 5-2. Filterversuche: Faktor XII-, Fibrinogen- und Antithrombin III-Konzentration.
Mittelwerte und Standardabweichung der drei Versuchsgruppen über die Versuchsdauer.
Oben: Faktor XII-Konzentration (F XII) in Prozent des Ausgangswertes.
Mitte: Fibrinogenkonzentration in Prozent des Ausgangswertes.
Unten: Antithrombin III-Konzentration (AT III) in Prozent des Ausgangswertes.
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5.2.3 Komplementparameter
Zur Beurteilung der Komplementaktivierung wurde die hämolytische Aktivität des alternati-
ven und klassischen Komplementweges (APH 50 und CH 50) bestimmt. Zusätzlich wurden
aktivierungsspezifische Proteinkomplexe des alternativen und des klassischen Weges sowie
der Terminalkomplex gemessen (APW-, CPW-, TCC-ELISA). Ergänzend wurde die Leuko-
zytenzahl bestimmt (Abb. 5-3 und Abb. 5-4).
Für die APH 50 kam es in der HBS Niedrig Gruppe zu einem geringfügigen Abfall, während
dieser für HBS Hoch und Kontrolle um etwa 25 % größer war. Die Werte der HBS Hoch
Gruppe waren dabei die niedrigsten (Abb. 5-3).
Bei der Bestimmung der CH 50 bestätigten sich diese Unterschiede in geringerem Maße. Die
Werte in der HBS Niedrig Gruppe lagen trotzdem höher als die gemessenen Konzentrationen
in den beiden anderen Gruppen (Abb. 5-3).
Beim APW-ELISA kam es in der HBS Niedrig Gruppe zu keinem Konzentrationsanstieg der
C3bBbP-Komplexe im Gegensatz zu einem Anstieg um etwa das zehnfache des Ausgangs-
wertes in den beiden anderen Versuchsgruppen. Dabei waren die gemessenen Konzentratio-
nen in der Kontrollgruppe am höchsten (Abb. 5-3).
Zwar zeigte die HBS Hoch Gruppe nach zwei Stunden erhöhte Konzentrationen an
C1rsC1Inh-Komplexen des CPW-ELISA, wobei aber alle gemessenen Werte in den drei
Gruppen noch innerhalb des Normbereiches für nicht aktiviertes Blut lagen (Abb. 5-4).
Diese Beobachtung konnte man auch bei der Bestimmung des C5b-9-Komplexes mit dem
TCC-ELISA machen. Alle gemessenen Werte lagen im Normbereich, wobei nach zwei Stun-
den für HBS Hoch die höchsten und für HBS Niedrig die niedrigsten Werte gemessen wurden
(Abb. 5-4).
Die Leukozytenzahl fiel in der HBS Niedrig Gruppe in den ersten 30 min leicht ab, um an-
schließend wieder anzusteigen. In den beiden anderen Gruppen kam es zu einem stetigen Ab-
fall der Leukozytenzahlen. Die niedrigsten Werte wurden dabei in der Kontrollgruppe mit
unbeschichteten Filtern beobachtet (Abb. 5-4).
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Abb. 5-3. Filterversuche: APH 50, CH 50 und Alternativweg-ELISA.
Mittelwerte und Standardabweichung der drei Versuchsgruppen über die Versuchsdauer.
Oben: APH 50 in Prozent des Ausgangswertes.
Mitte: CH 50 in Prozent des Ausgangswertes.
Unten: APW-ELISA (C3bBbP-Komplex) in Prozent des Ausgangswertes.
 5. Ergebnisse66
0
50
100
150
200
250
0 0,5 1 1,5 2
Zeit [h]
CPW [%]
HBS Niedrig
HBS Hoch
Kontrolle
0
50
100
150
200
250
0 0,5 1 1,5 2
Zeit [h]
TCC [%] HBS Niedrig
HBS Hoch
Kontrolle
0
20
40
60
80
100
120
0 0,5 1 1,5 2
Zeit [h]
Leukozyten [%]
HBS Niedrig
HBS Hoch
Kontrolle
Abb. 5-4. Filterversuche: Klassischer Weg-, Terminalkomplex-ELISA und Leukozytenzahl.
Mittelwerte und Standardabweichung der drei Versuchsgruppen über die Versuchsdauer.
Oben: CPW-ELISA (C1rsC1Inh-Komplex) in Prozent des Ausgangswertes.
Mitte: TCC-ELISA (C5b-9-Komplex) in Prozent des Ausgangswertes.
Unten: Leukozytenzahl in Prozent des Ausgangswertes.
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5.2.4 Sonstige Parameter
Die gemessenen Hämatokritwerte zeigten für alle drei Gruppen einen fast parallel verlaufen-
den Abfall um knapp 30 %. HBS Niedrig hatte dabei nach zwei Stunden Versuchsdauer um
etwa fünf Prozent höhere Werte als HBS Hoch. Die Werte der Kontrollgruppe lagen bei Ver-
suchsende nach zwei Stunden genau dazwischen (Abb. 5-5).
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Abb. 5-5. Filterversuche: Hämatokrit (HKT) in Prozent des Ausgangswertes.
Mittelwerte und Standardabweichung der drei Versuchsgruppen über die Versuchsdauer.
5.2.5 Rasterelektronenmikroskopie (REM)
Repräsentative Ausschnitte der Filternetze der verschiedenen Gruppen wurden bei 300facher
und 1.000facher Vergrößerung untersucht (Abb. 5-6).
Bei den Filtern der Kontrollgruppe zeigte sich eine massive Ablagerung von deutlich adhä-
renten Blutbestandteilen. Das gesamte Filternetz war flächig mit einem Proteinbelag belegt.
Es kam zur ausgedehnten Bildung von Proteinfäden zwischen den einzelnen Fasern, die wahr-
scheinlich aus Fibrin bestanden. Darin eingelagert waren eine große Anzahl von Erythrozyten
und Thrombozyten. Auch makroskopisch ließ sich eine deutliche rötliche Verfärbung der un-
beschichteten Filter beobachten.
In der HBS Niedrig Gruppe zeigte die REM einen deutlich verminderten Proteinbelag. Die
Zahl der angelagerten Thrombozyten und Erythrozyten war deutlich geringer. Mit bloßem
Auge betrachtet konnte man kaum noch eine Verfärbung der Filternetze durch einen Blutbe-
lag beobachten.
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Abb. 5-6. Filterversuche: Rasterelektronenmikroskopie.
Vergrößerung linkes Bild 300fach, rechtes Bild 1.000fach; Maschenweite 40 µm.
Oben: Kontrolle; Mitte: HBS Niedrig; Unten: HBS Hoch.
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Bei der REM der Filter der HBS Hoch Gruppe ließen sich bis auf vereinzelte Thrombozyten
und Erythrozyten auf der Oberfläche keine Ablagerungen beobachten. Auch makroskopisch
sahen die Filter wie unbenutzte Modelle mit unverfärbter weißer Oberfläche aus.
5.2.6 Verlauf der Versuche
Bei allen sechs Versuchen kam es zu keinen Komplikationen, die eine regelrechte Auswer-
tung der Versuche gefährdet hätten. Exemplarisch durchgeführte Bestimmungen der Konzent-
ration an freiem Plasma-Hämoglobin zeigten keinen Anstieg während des Versuches als Hin-
weis für eine Hämolyse der Erythrozyten. Stichprobenartige Bestimmungen der Heparinkon-
zentration ergaben Werte, die sich mit der errechneten Heparinkonzentration deckten.
5.2.7 Zusammenfassung
Bei den heparinbeschichteten Filtern kam es zur geringsten Abnahme der Faktor XII- und
Fibrinogenkonzentration sowie der Thrombozytenzahl. Zwischen den beiden Gruppen
HBS Hoch und HBS Niedrig ließen sich diesbezüglich keine eindeutigen Unterschiede fest-
stellen. Der Abfall der Antithrombin III-Konzentration war um so größer, je höher die Ge-
samtmenge von freiem und gebundenem Heparin im System war.
Die HBS Niedrig Gruppe mit dem vollständig heparinisierten System und der reduzierten sys-
temischen Heparinisierung zeigte die geringste Komplementaktivierung. Sie hatte die höchs-
ten CH 50- und APH 50-Werte während des Versuches. Die C3bBbP-Komplex-
Konzentration des APW-ELISA war außerdem dort von allen Gruppen am geringsten. Der
gleiche Trend ließ sich bei den gemessenen Leukozytenzahlen nachweisen.
Der Abfall der gemessenen Hämatokritwerte spiegelt die Blutverdünnung durch die Proben-
nahme während der Versuche wieder. Bei Untersuchungsende nach zwei Stunden differierten
die einzelnen Versuchsgruppen um insgesamt etwa fünf Prozent.
Bei der REM ließen sich bei der Kontrolle die meisten Ablagerungen von Blutbestandteilen,
wie Proteine, Thrombozyten und Erythrozyten, nachweisen. Bei HBS Niedrig waren es schon
deutlich weniger und HBS Hoch zeigte kaum noch Ablagerungen.
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5.3 „Chandler-Loop“ Versuche
5.3.1 Vorbemerkungen
Bei den Versuchen wurden zum Einen Schläuche mit heparinbeschichteten Oberflächen
(HBS) und zum Anderen solche mit konventionellen unbeschichteten Oberflächen (Kontrolle)
verwendet, die mit heparinisiertem humanem Vollblut (2 I.E./ml) beziehungsweise heparini-
siertem humanem EDTA-Vollblut (2 I.E. Heparin/ml und 1 mg EDTA/ml) perfundiert wur-
den.
Aus den Einzelwerten der im Blut und auf den Oberflächen nachgewiesenen aktivierungsspe-
zifischen Proteine und Proteinkomplexe wurden Mittelwerte und Standardabweichung er-
rechnet. Zur weiteren statistischen Absicherung der Ergebnisse wurde für die einzelnen Werte
ein U-Test nach Mann, Whitney und Wilcoxon durchgeführt.
Um die aktivierungsspezifische Bindung von Komplementproteinen an die Oberflächen mes-
sen zu können, wurde diese sowohl für die Experimente mit Heparinblut als auch für die mit
EDTA-Blut perfundierten Schläuche ohne Komplementaktivierung untersucht. Die aus den
korrespondierenden Werten gebildete Differenz repräsentiert die aktivierungsspezifische Bin-
dung der Komplementproteine.
5.3.2 Freie Komplementproteine
Um die Komplementaktivierung im zirkulierenden Blut messen zu können, wurden aktivie-
rungsspezifische Proteinkomplexe des klassischen und alternativen Komplementweges sowie
des Terminalkomplexes untersucht. Die Ergebnisse werden für heparinbeschichtete und unbe-
schichtete Schläuche als Prozent des Ausgangswertes über die Versuchsdauer präsentiert.
Während es für die Aktivierung des Alternativweges (APW) bei den unbeschichteten Bioma-
terialien der Kontrollgruppe nach 60 min. zu einem Anstieg auf das etwa 65fache des Aus-
gangswertes kam, stiegen die Werte für HBS signifikant geringer an (nach 60 min. auf das
26fache des 0-Wertes).
Der CPW-ELISA bot ein entgegengesetztes Bild. Bei den unbeschichteten Schläuchen stieg
die Konzentration auf 200 % des Ausgangswertes an, während sie für HBS nach 120 min. bei
über 400 % lag. Nach 10 und nach 30 min. waren die Unterschiede signifikant.
Die Konzentrationen des Terminalkomplexes stiegen für die Kontrolle auf das etwa 12fache
nach einer Stunde an. Bei der Gruppe mit heparinbeschichteten Oberflächen (HBS) kam es zu
einem signifikant geringen Anwachsen auf das zirka 7fache des Ausgangswertes.
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Abb. 5-7. In Vitro Versuche: Alternativweg-, klassischer Weg- und Terminalkomplex-ELISA.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS und Kontrolle über die Versuchsdauer.
Oben: APW-ELISA (C3bBbP-Komplex) in Prozent des Ausgangswertes.
Mitte: CPW-ELISA (C1rsC1Inh-Komplex) in Prozent des Ausgangswertes.
Unten: TCC-ELISA (C5b-9-Komplex) in Prozent des Ausgangswertes.
*) p < 0,05
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5.3.3 Oberflächengebundene Komplementproteine
Verglichen mit HBS ließen sich auf den unbeschichteten Oberflächen (Kontrollen) mehr
Komplementproteine des Alternativweges (iC3b, C3c, C3d, Properdin) nachweisen. In glei-
cher Weise wurden bei der Bestimmung der Proteine des terminalen Komplementkomplexes
mehr aktivierungsspezifischer C5b-9 auf den unbeschichteten Biomaterialien gefunden, aller-
dings weniger C9. Dabei waren die Ergebnisse für iC3b, C3c und C5b-9 signifikant. Im Ge-
gensatz dazu standen die Ergebnisse des klassischen Weges (C1s, C4), da hier die gemesse-
nen Konzentrationen für C4und C1s bei HBS geringfügig höher als bei der Kontrollgruppe
waren. Für die Inhibitoren des Komplementsystems (C1 Inhibitor, Faktor H) lagen die Werte
signifikant höher bei HBS als bei der unbeschichteten Kontrolle. Unbeschichtete Oberflächen
banden mehr Mannose-bindendes Lektin (MBL).
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Abb. 5-8. In Vitro Versuche: Oberflächengebundene Komplementproteine.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS und Kontrolle.
*) p < 0,05
5.3.4 Zusammenfassung
Bei den heparinbeschichteten Oberflächen kam es sowohl an den Oberflächen als auch in der
flüssigen Phase zu einer signifikant reduzierten Aktivierung des alternativen Komplementwe-
ges und einer verringerten Bildung des terminalen Komplementkomplexes verglichen mit den
konventionellen unbeschichteten Kontrollen. Im Gegensatz dazu kam es zu einer in geringe-
rem Maße stärkeren Aktivierung des klassischen Weges bei HBS als bei der Kontrollgruppe.
Gleichzeitig wurden von den heparinbeschichteten Oberflächen signifikant mehr Inhibitoren
des Komplementsystems (Faktor H, C1 Inhibitor) gebunden als von den unbeschichteten.
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5.4 In vivo Versuche
5.4.1 Vorbemerkungen
In den folgenden Diagrammen werden die Laboruntersuchungen für die Gruppe mit heparin-
beschichtetem ECC-System (HBS) und die Kontrollgruppe mit konventioneller unbeschichte-
ter Oberfläche über die Versuchsdauer dargestellt.
Bei den Untersuchungen mit heparinbeschichteten Oberflächen betrug die Versuchsdauer
120 h. Bei den Kontrollversuchen mußte eines der beiden Schafe nach 74 h eingeschläfert
werden, während der andere Kontrollversuch wie geplant 120 h dauerte. Deswegen repräsen-
tieren die aufgetragenen Werte der Kontrolle zwischen 84 und 120 h nur die Ergebnisse eines
Kontrollversuches. Alle anderen Ergebnisse werden als Mittelwerte mit Standardabweichung
dargestellt.
Um die gemessenen Konzentrationen bei den einzelnen Versuchstieren besser vergleichen zu
können, wurde für alle gemessenen Konzentrationen der Wert vor ECC-Start gleich 100 %
gesetzt und die folgenden Werte auf diesen bezogen.
Auf eine Hämatokritkorrektur der Werte wurde verzichtet, obwohl es bei der Kontrolle zu
einem größeren Hämatokritabfall während des Versuches kam als bei HBS. Bei einer hier
nicht dargestellten Hämatokritkorrektur wurden die Unterschiede zwischen den Gruppen, wie
sie bei der hier gewählten Form der Auswertung gefunden wurden, bestätigt.
5.4.2 Gerinnungsparameter
Zunächst werden die Ergebnisse der funktionellen Gerinnungsteste (Thrombinzeit, partielle
Thromboplastinzeit und Quick) dargestellt (Abb. 5-9). Activated Clotting Time (ACT) und
Heparinkonzentration wurden zur Steuerung und Kontrolle des freien Heparins im Schafblut
bestimmt (Abb. 5-10). Die Messung der PTT und TZ wurde nach 200 s, die der ACT nach
800 s wegen fehlender Gerinnung der Probe abgebrochen.
Außerdem wurde die Thrombozytenzahl (Abb. 5-10), sowie die Konzentration der drei Ge-
rinnungsproteine Faktor XII, Fibrinogen und Antithrombin III (Abb. 5-11) gemessen
Während die TZ und die PTT, als heparinabhängige Gerinnungsuntersuchungen, bei den he-
parinbeschichteten Systemen über die gesamte Versuchsdauer konstant im Normbereich blie-
ben, stieg die TZ der Kontrolle nach der systemischen Heparingabe auf das etwa Zehnfache
an. Die PTT war ab diesem Zeitpunkt ebenfalls auf das Mehrfache verlängert. (Abb. 5-9).
Die gemessenen Quickwerte zur Beurteilung des exogenen Gerinnungssystems, ließen keinen
unterschiedlichen Trend erkennen. In beiden Gruppen stieg der Quick von etwa 60 % der
Norm zu Beginn des Versuches auf etwa 80 % nach fünf Tagen an (Abb. 5-9).
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Der Verlauf der ACT verhielt sich analog der TZ und der PTT. Während die ACT für HBS
während des Versuches konstant blieb, stieg sie für die Kontrolle nach Versuchsbeginn auf
400 bis 800 s an (Abb. 5-10).
Die Gerinnungszeiten von TZ, PTT und ACT stehen in Übereinstimmung mit den gemesse-
nen Heparinkonzentrationen. Während sich im Blut der HBS-Tiere kein freies Heparin nach-
weisen ließ, wurden nach dem ECC-Start bei der Kontrolle Heparinkonzentrationen von
1,5-2,5 I.E./ml Blut gemessen (Abb. 5-10).
Bei der Bestimmung der Thrombozytenzahl kam es in der ersten Stunde bei beiden Gruppen
zu einem Abfall auf etwa 80 % des Ausgangswertes. Während aber bei den unbeschichteten
Kontrollen anschließend nach einem temporären Wiederanstieg die Thrombozytenzahl bei
ungefähr 70 % lag, war sie bei HBS höher bei etwa 125 % (Abb. 5-10).
Die Faktor XII-Konzentration der Kontrolle fiel initial in der ersten Stunde deutlich auf 85 %
des Ausgangswertes ab, während für HBS ein Anstieg auf knapp 110 % erfolgte. In der Folge
lag die Faktor XII-Konzentration bei HBS bei etwa 110 bis 120 %. Die Werte der Kontrolle
schwankten in den ersten vier Tagen zwischen 80 und 100 %. Nach fünf Tagen erreichten die
Werte der verbliebenen Kontrolle die der HBS-Tiere. (Abb. 5-11).
Die gemessenen Fibrinogenkonzentrationen stiegen bei HBS über die Untersuchungsdauer
relativ konstant auf 200 bis 250 % des Ausgangswertes nach 48 h an. Die Werte der Kontrolle
lagen bis 72 h unterhalb von 150 %, um dann auf etwa 200 % anzusteigen (Abb. 5-11).
Initial fiel die Antithrombin III-Konzentration der Kontrollen auf etwa 80 % ab. Nach einem
temporären Anstieg auf den Ausgangswert nach 12 h sanken die Werte bis auf 60 % ab. Bei
den Tieren mit heparinbeschichteten Systemen stiegen diese in den ersten 4 h bis auf 120 %
an. Dieser Trend setzte sich über die restliche Versuchsdauer bis zu einer Endkonzentration
von 140 % des Ausgangswertes fort (Abb. 5-11).
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Abb. 5-9. In Vivo Versuche: Thrombinzeit, partielle Thromboplastinzeit und Quick.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS und Kontrolle über die Versuchsdauer.
Oben: Thrombinzeit (TZ) in Sekunden.
Mitte: Partielle Thromboplastinzeit (PTT) in Sekunden.
Unten: Quick (Thromboplastinzeit) in Prozent der Norm.
+) n = 1.
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Abb. 5-10. In Vivo Versuche:, Activated Clotting Time, Heparin und Thrombozytenzahl.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS und Kontrolle über die Versuchsdauer.
Oben: Activated Clotting Time (ACT) in Sekunden.
Mitte: Heparinkonzentration in I.E./ml.
Unten: Thrombozytenzahl in Prozent des Ausgangswertes.
+) n = 1.
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Abb. 5-11. In Vivo Versuche: Faktor XII-, Fibrinogen- und Antithrombin III-Konzentration.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS und Kontrolle über die Versuchsdauer.
Oben: Faktor XII-Konzentration (F XII) in Prozent des Ausgangswertes.
Mitte: Fibrinogenkonzentration in Prozent des Ausgangswertes.
Unten: Antithrombin III-Konzentration (AT III) in Prozent des Ausgangswertes.
+) n = 1.
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5.4.3 Komplementparameter
Neben der hämolytischen Aktivität des alternativen und klassischen Komplementweges
(APH 50 und CH 50) wurde die iC3b-Konzentration, ein Spaltprodukt des Komplementfak-
tors C3, bestimmt (Abb. 5-12). Ergänzend wurde bei drei Versuchen mit heparinbeschichteten
Systemen und bei beiden Versuchen mit konventionellen unbeschichteten Systemen auf nach
Versuchsende gewonnenen Schlauchproben die Menge an oberflächengebundenen Komple-
mentproteinen (Faktoren C3, iC3b, C5, C9, C4 und C1 Inhibitor) bestimmt (Abb. 5-13).
Die APH 50 fiel in der Kontrollgruppe direkt nach dem ECC-Start auf etwa 75 % des An-
fangswertes ab und blieb dann für den Rest des Versuches konstant. Bei HBS kam es hinge-
gen zu einem kontinuierlichen Anstieg auf ungefähr 120 % (Abb. 5-12).
In geringerem Maße wiederholten sich die Unterschiede zwischen HBS und Kontrolle auch
bei der Bestimmung der CH 50. Bei den Kontrollversuchen kam es zu einem initialen Abfall
um etwa 15 %. Dann stieg der Wert auf 90 % nach 72 h an, um anschließend bei dem länger
dauernden Kontrollversuch bis auf 140 % nach 120 h anzuwachsen. Die CH 50 der Versuche
mit heparinbeschichteten Systemen stieg über die Versuchsdauer auf 130 % an (Abb. 5-12).
Bei der Messung des iC3b-ELISA ließ sich bei HBS neben einem temporären Anstieg auf das
circa Dreifache des Ausgangswertes eine Stunde nach ECC-Start in den folgenden Tagen ein
langsamer Anstieg auf etwa das vierfache beobachten. Die Kontrolle zeigten innerhalb der
ersten Stunde einen höheren Anstieg auf das etwa 20fache, gefolgt von einem Rückgang der
Konzentration auf das circa 5fache nach 12 h. Ab 48 h kam es wieder zu einem langsamen
Anwachsen auf das 15fache gegen Ende des Versuches (Abb. 5-12).
Im Vergleich zu der Konzentration der verschiedenen Komplementproteine auf den unbe-
schichteten Oberflächen der Kontrollgruppe ließen sich in Abb. 5-13 folgende Werte bei HBS
beobachten: Die Menge an C3 lag bei zirka 85 %, iC3b als aktivierungsspezifisches
C3-Spaltprodukt sogar bei unter 50 %. Auch die Komplementproteine des Terminalkomple-
xes lagen in deutlich geringerer Konzentration vor (C5: 25 % und C9: 35 %). C4 des klassi-
schen Weges lag um 15 % unter dem Wert der Kontrolle, während C1 Inhibitor vermehrt
nachweisbar war (115 %).
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Abb. 5-12. In Vivo Versuche: APH 50, CH 50 und iC3b-ELISA.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS und Kontrolle über die Versuchsdauer.
Oben: APH 50 in Prozent des Ausgangswertes.
Mitte: CH 50 in Prozent des Ausgangswertes.
Unten: iC3b-ELISA in Prozent des Ausgangswertes.
+) n = 1.
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Abb. 5-13. In Vivo Versuche: Komplementproteine auf den Schlauchoberflächen.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS (n=3) und Kontrolle (n=2).
5.4.4 Sonstige Parameter
Die Ergebnisse der gemessenen Gerinnungs- und Komplementparameter werden durch die in
Abb. 5-15 dargestellten Werte für Leukozytenzahl, Hämatokrit (HKT) und freies Plasma-
Hämoglobin (PlHb), sowie die Konzentration des Gesamt-Eiweiß (GE) (Abb. 5-15) ergänzt.
Bei der Leukozytenzahl kam es in den ersten 24 h zu einem Anstieg der Kontrolle um 60 %
und bei HBS um 100 %. In den folgenden vier Tagen fielen die Werte der Kontrollgruppe
wieder auf den Ausgangswert ab und die der HBS-Gruppe auf 150 % des Ausgangswertes
(Abb. 5-14).
Die Hämatokritwerte fielen in beiden Gruppen initial um etwa 10 % ab, um dann innerhalb
der ersten Stunde auf 140 % anzusteigen. Davon ausgehend sank der Hämatokrit bei den he-
parinbeschichteten Systemen bis zum Versuchsende um ungefähr 15 % ab. Bei der Kontrolle
fiel der HKT bis zur vierten Stunde von 140 % auf etwa 125 % ab. Ab der vierten Stunde ver-
lief die Kurve der Kontrolle parallel zu der von HBS. Nach 72 h stieg sie dann wieder auf die
Höhe von HBS an (Abb. 5-14).
Bei der Bestimmung des freien Plasma-Hämoglobin blieben die Werte der Kontrolle nahezu
konstant bei etwa 100 %. HBS hingegen stieg auf das zwei bis dreifache an. Alle gemessenen
Werte lagen aber im Normbereich. Es kam also in beiden Gruppen zu keiner nennenswerten
Hämolyse (Abb. 5-14).
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Abb. 5-14. In Vivo Versuche: Leukozytenzahl, Hämatokrit und Plasma-Hämoglobin.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS und Kontrolle über die Versuchsdauer.
Oben: Leukozytenzahl in Prozent des Ausgangswertes.
Mitte: Hämatokrit in Prozent des Ausgangswertes.
Unten: Plasma-Hämoglobin (PlHb) in Prozent des Ausgangswertes.
+) n = 1.
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Bei der Messung des Gesamt-Eiweiß kam es nach ECC-Start bei HBS in den ersten 24 h zu
einem Anstieg auf circa 115 %. Dieser Wert sank in den folgenden 96 h auf 110 % ab. Die
Konzentration bei den Kontrollversuchen sank bis zur 72. Stunde um 20 % auf niedrigere
Werte als bei HBS, um dann über 120 h auf den Ausgangswert anzusteigen (Abb. 5-15).
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Abb. 5-15. In Vivo Versuche: Gesamt-Eiweiß in Prozent des Ausgangswertes.
Mittelwerte und Standardabweichung für HBS und Kontrolle über die Versuchsdauer.
+) n = 1.
5.4.5 Klinischer Verlauf
Bei den Versuchen mit heparinbeschichteten Oberflächen (HBS) konnten alle Untersuchungen
über den geplanten Zeitraum von 120 h durchgeführt werden. Bei den ersten zwei Tieren die-
ser Versuchsgruppe kam es zum Verschluß des arteriellen Katheters durch einen Thrombus.
Durch eine erhöhte Flußrate der Spülflüssigkeit konnte dieses Problem bei den folgenden
Versuchen vermieden werden. Der Rückgabekatheter war bei einem Versuch in eine Leber-
vene vorgeschoben worden und bei einem anderen in den Sinus coronarius cordis ohne daß es
zu nennenswerten klinischen Veränderungen kam. Im klinischen Verlauf kam es weder zu
Blutungskomplikationen noch zu Thrombosen oder Embolien. Dieser Befund bestätigte sich
in der Sektion, wo weder makroskopisch noch mikroskopisch in den Organen (Gehirn, Lunge,
Herz, Leber, Nieren) ein Anhalt für Blutungen oder Thromboembolien zu finden war. Es tra-
ten auch keine anderen Begleiterkrankungen, wie zum Beispiel Infektion oder Sepsis auf, die
die erfolgreiche Durchführung des Versuches gefährdet hätten.
Die hohe Letalität der Tiere wegen schwerwiegender Blutungskomplikationen in früheren
Kontrollversuchen mit Einsatz von ECMO und systemischer Heparinisierung sprachen für
eine Begrenzung der Kontrollversuche aus Tierschutzgründen auf eine geringere Zahl (Ko-
vacs 1993). Auch in dieser Studie konnten die Kontrollversuche nur in einem Fall über die
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vorgesehene Untersuchungsdauer von 120 h durchgeführt werden. Bei dem kürzeren Versuch
verschlechterte sich der klinische Zustand des Versuchstieres so sehr, daß der Versuch nach
72 h aus ethischen Gründen abgebrochen wurde. Hauptgrund waren starke Blutungen aus den
Operationswunden wenige Stunden nach Versuchsstart. Zusätzlich kam es zu Blutungen aus
Nieren und Darm. In geringerem Maße trat dies auch bei dem anderen Kontrolltier auf. Bei
der Sektion bestätigten sich diese Beobachtungen im makroskopischen und mikroskopischen
Befund. Andere klinisch relevante Erkrankungen traten während der Versuchsdauer nicht auf.
5.4.6 Oxygenator
Nach Versuchsende wurde von drei heparinbeschichteten Oxygenatoren die Restaktivität des
gebundenen Heparins auf den Hohlfasern bestimmt. Während des Versuches wurde der
Druckabfall auf der Blutseite des Oxygenators gemessen und zusätzlich mit Hilfe von Blut-
gasbestimmungen der Gasaustausch über die Membran des Oxygenators quantifiziert.
Die nach Versuchsende an drei repräsentativen Stellen gemessene Heparinrestaktivität der
Membran lag für die drei untersuchten Oxygenatoren zwischen 0,45 und 0,6 E Heparin/cm2
mit einem Mittelwert von 0,5 E Heparin/cm2 und einer Standardabweichung von 0,07 E He-
parin/cm2. Diese Aktivität nach 120 h ECC-Zeit war unter den konstanten Strömungsbedin-
gungen des Blutes in der ECC für eine suffiziente antithrombotische Funktion ausreichend.
Sowohl bei den Versuchen mit heparinbeschichteten als auch mit unbeschichteten Systemen
war der Druckabfall über den Oxygenator gleich groß. Dabei kam es über die fünf Ver-
suchstage zu keinem Anstieg des Druckabfalls.
Der Gasaustausch über die mikroporöse Membran der Oxygenatoren war sowohl für Sauer-
stoff als auch für Kohlendioxid in beiden Gruppen vergleichbar. Während der gesamten Dau-
er der Versuche blieb der gemessene Gasaustausch, als Leistungsparameter der Oxygenato-
ren, für heparinbeschichtete und unbeschichtete Systeme konstant.
5.4.7 Zusammenfassung
Während es bei den heparinbeschichteten Systemen (HBS) ohne systemische Heparinisierung
zu keiner Verlängerung von ACT, TZ und PTT kam, waren die Werte bei den Kontrollen mit
systemischer Heparinisierung massiv verlängert. Bei der Quickbestimmung war kein Unter-
schied feststellbar. Während bei den Kontrollen durchgehend Heparinkonzentrationen über
1 I.E./ml Blut gemessen wurden, war bei den HBS-Versuchen kein freies Heparin nachweis-
bar. Nach Versuchsende war das an die Hohlfasern des Oxygenators gebundene Heparin noch
in hoher Konzentration meßbar. Alle drei gemessenen Gerinnungsproteine (Faktor XII, Fibri-
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nogen und Antithrombin III) sowie die Thrombozytenzahl behielten bei HBS deutlich höhere
Werte als bei der Kontrolle.
Während es bei der unbeschichteten Kontrolle zu einem deutlichen Abfall der APH 50 und
Anstieg des Komplementfaktors iC3b kam, blieben die Werte bei HBS relativ konstant. In
Analogie zu diesen Ergebnissen im Blut ließen sich auf den heparinbeschichteten Schlauch-
oberflächen weniger C3, iC3b, C5 und C9 als auf den unbeschichteten Biomaterialien der
Kontrolle nachweisen.
Leukozytenzahl, Hämatokrit und Gesamt-Eiweiß lagen bei der Kontrolle niedriger als bei
HBS. Zwar waren die Plasma-Hämoglobin-Konzentrationen für HBS höher als für die Kon-
trollversuche, jedoch lagen die Werte im Normbereich.
Während der gesamten Versuchsdauer blieb die Oxygenatorleistung in beiden Gruppen kon-
stant hoch. Bei den Tieren der Kontrollgruppe kam es im Gegensatz zu den Tierversuchen mit
heparinbeschichteten Systemen (HBS) zu Blutungskomplikationen, die auch im pathologi-
schen Befund als Blutungen in verschiedenen Organen imponierten.
5.5 Vergleich der Ergebnisse aus den in vitro und in vivo Versuchen
Sowohl bei den in vivo als auch bei den in vitro Versuchen wurde das Gerinnungssystem
durch die heparinbeschichteten Oberflächen deutlich weniger aktiviert als durch die unbe-
schichteten Kontrollen. Dies gilt sowohl für die plasmatische als auch für die zelluläre Hä-
mostase.
Die Untersuchung der Komplementaktivierung zeigte, daß durch Heparinbeschichtung der
Oberflächen die Aktivierung insbesondere des Alternativweges reduziert werden konnte. Für
den klassischen Weg konnte nur für die CH50 ein ähnlicher Trend beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu wurden aber durch HBS in geringem Maße mehr Aktivierungsprodukte des
klassischen Weges gebildet und vermehrt Komplementproteine des klassischen Weges an die
Oberflächen gebunden als durch die unbeschichteten Kontrollen.
Die heparinbeschichteten Oberflächen zeigten in der Rasterelektronenmikroskopie deutlich
weniger Adhäsion von Zellen. Bei dem Nachweis von Komplementproteinen auf den Ober-
flächen waren auf HBS deutlich weniger Proteine des Alternativweges und des Terminalkom-
plexes nachweisbar. Gleichzeitig wurden aber verglichen mit den Kontrollen in geringem
Maße mehr Proteine des klassischen Weges gebunden und deutlich mehr Inhibitoren des
Komplementsystems.
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6. Diskussion
6.1 Allgemeines
Verschiedene Versuchsmodelle ermöglichten die differenzierte Beurteilung der Biokompati-
bilität der untersuchten Heparinbeschichtung. Nachdem die Filterversuche u. a. den Einfluß
einzelner Komponenten der extrakorporaler Blutzirkulation (ECC) und die „Chandler-Loop“
Versuche die Mechanismen der Aktivierung an Fremdoberflächen detailliert untersucht hat-
ten, ermöglichten die abschließenden Tierversuche die Überprüfung dieser Ergebnisse.
6.2 Filterversuche
6.2.1 Methodik der Versuche
In vitro Experimente, wie diese Studie mit arteriellen Filtern, stellen eine Möglichkeit dar, die
Biokompatibilität unterschiedlicher Oberflächen zu untersuchen. Der Einsatz heparinbe-
schichteter arterielle Filter mit ansonsten unbeschichteten ECC-Systemen ermöglichte zusätz-
lich den Einfluß einzelner beschichteter ECC-Komponenten zu beurteilen (Kopp et al. 1997).
Durch die im Vergleich zu in vivo Experimenten größere Standardisierung der Filterversuche
konnten Störgrößen weitgehend minimiert werden. Um aber die gewonnen Erkenntnisse auf
den klinischen Einsatz als kardiopulmonaler Bypass (CPB) oder extrakorporaler Membrano-
xygenierung (ECMO) übertragen zu können, mußte der Versuchsaufbau den in vivo Bedin-
gungen angepaßt werden. Im Gegensatz zu in vitro Methoden wie Schüttler, Rollierer oder
„Chandler-Loop“ konnten in diesem miniaturisierten ECC-Kreislauf durch die Integration
einer Rollerpumpe und eines arteriellen Filters ähnliche Strömungsverhältnisse wie in vivo
simuliert werden. Die im Verhältnis zum Gesamtkreislauf sehr große blutbenetzte Oberfläche
der Filter ermöglichte im Vergleich zur in vivo Situation ähnliche Kontaktzeiten für Blut und
Biomaterialien. Durch den Verzicht auf ein Reservoir konnte der in vitro Kreislauf mit dem
frisch abgenommenen Heparinvollblut eines einzigen Blutspenders gefüllt werden und da-
durch die Standardisierung der Experimente weiter erhöht werden. Angesichts im Normbe-
reich liegender Plasma-Hämoglobin-Konzentrationen bei exemplarisch durchgeführten Mes-
sungen kann eine relevante Bluttraumatisierung durch die verwendete Rollerpumpe ausge-
schlossen werden. Die Filter wurden bei Raumtemperatur untersucht, obwohl eine stärkere
Aktivierung von Blutzellen und Plasmaproteinen bei Körpertemperatur zu erwarten ist. Da
aber bei dem Einsatz von Herz-Lungen-Maschinen mit arteriellen Filtern in der Herzchirurgie
Körper- und Bluttemperatur auf Werte unter 30 °C gesenkt werden und der Einbau eines
Wärmetauschers versuchsbedingt ausgeschlossen war, wurden die Versuche bei 20 °C durch-
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geführt. Alternativ hätten die Versuche in einer Klimakammer durchgeführt werden können,
was die Versuchsdurchführung aber deutlich kompliziert hätte.
Auf eine prinzipiell wünschenswerte statistische Auswertung der Ergebnisse mußte zwar an-
gesichts der geringen Versuchszahl (n = 2/Gruppe) verzichtet werden, aber durch die weitge-
hende Standardisierung der Versuche konnten die beobachteten Tendenzen trotzdem eindeu-
tig beurteilt werden. In einer nachfolgend durchgeführten Studie mit verschiedenen Beschich-
tungsverfahren konnte dieses Modell seinen Wert für die differenzierte Beurteilung der Bio-
kompatibilität erneut beweisen (Keldenich et al. 2000).
6.2.2 Bewertung der Ergebnisse
In einem anderen in vitro Modell zeigten Bannan et al. (1997) für einen vollständig heparin-
beschichteten kardiopulmonalen Bypass (CPB) eine reduzierte Kontaktaktivierung des Gerin-
nungssystems. Bei der Filter Studie zeigte der geringere Abfall der Gerinnungsproteine (Fak-
tor XII und Fibrinogen) und der Thrombozytenzahl, sowohl bei dem Einsatz komplett hepa-
rinbeschichteter Systeme (HBS Niedrig) mit reduzierter Heparinisierung (2 I.E./ml) als auch
bei der isolierten Verwendung heparinbeschichteter Filter (HBS Hoch) mit unbeschichteten
Schläuchen und voller Heparinisierung (5 I.E./ml), die geringere Aktivierung des Gerinnungs-
systems im Vergleich zu den unbeschichteten Systemen der Kontrolle.
Die gleichzeitig deutlich verminderte Ablagerung von Fibrinogen und Thrombozyten auf den
heparinbeschichteten Filternetzen ist ein deutliches Indiz, daß es durch die verminderte
Thrombogenität der Oberflächen zu einer reduzierten Gerinnungsaktivierung kam. Bei den
unbeschichteten Kontrollsystemen konnte dagegen selbst eine hochdosierte systemische He-
parinisierung (5 I.E. Heparin/ml Blut) die Aktivierung des Gerinnungssystems nicht verhin-
dern. Borowiec et al. (1993) konnten in einer klinischen Studie ebenfalls zeigen, daß es durch
den Einsatz von vollständig heparinbeschichteten ECC-Systemen, wie auch durch den isolier-
ten Einsatz heparinbeschichteter Filter bei CPB zur verminderten Adhäsion von Blutzellen auf
den Filtern kommt.
Der während der Versuche beobachtete Abfall des Antithrombin III (AT III) war der Ge-
samtmenge des Heparins im ECC-Kreislauf proportional. Der geringste Abfall wurde bei HBS
Niedrig (Heparinbeschichtung des gesamten Systems und 2 I.E. freies Heparin/ml Blut) und
der größte bei HBS Hoch (Heparinbeschichtung der Filter und 5 I.E. freies Heparin/ml Blut)
beobachtet. Dagegen fand sich keine Korrelation der AT III-Konzentration mit dem Grad der
Gerinnungsaktivierung. Das oberflächengebundene und das frei im Blut vorliegende Heparin
vermittelten die praktisch irreversible Bindung von AT III-Molekülen an aktivierte Gerin-
nungsfaktoren. Dies führte zur Abnahme der Konzentration an freiem aktivierbaren AT III,
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wie es analog von Marciniak und Gockerman (1977) nach der kontinuierlichen Infusion von
Heparin bei Patienten beobachtet wurde. Diese deutliche Abnahme der AT III-Konzentration
bei HBS Hoch ist besonders kritisch zu bewerten. Wie schon Sanchez et al. 1997 feststellten,
wird AT III durch große Mengen an freiem Heparin verbraucht und in der Folge bindet weni-
ger an die Heparinbeschichtung, deren Fähigkeit zur Hemmung der Gerinnung dadurch sinkt.
Eine wichtige Rolle bei der Beurteilung der Biokompatibilität spielt neben dem Gerinnungs-
system das hier untersuchte Komplementsystem. Der Einsatz der vollständig heparinbeschich-
teten Systeme (HBS Niedrig) führte im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen zu einer
deutlich reduzierten Aktivierung des alternativen Komplementweges und höheren Leukozy-
tenzahlen. Wie schon bei der klinischen Studie von Hilf et al. (1985) konnte durch den isolier-
ten Einsatz heparinbeschichteter Filter bei hochdosierter systemischer Applikation von Hepa-
rin keine Reduzierung der Komplementaktivierung erreicht werden. Dagegen kam es bei bei-
den Versuchen mit HBS zu einer geringfügig stärkeren Aktivierung des klassischen Weges
als bei den unbeschichteten Kontrollen. Zusätzliche Versuche erscheinen notwendig, um ne-
ben der hier beobachteten verbesserten Biokompatibilität auch die Filterfunktion der be-
schichteten Filter zu untersuchen.
6.2.3 Zusammenfassung
Das hier verwendete, neu entwickelte in vitro Modell ist gut geeignet, die Biokompatibilität
von verschiedenen Oberflächenmodifikationen zu beurteilen. Nachdem im in vitro Versuch
die isolierte Beschichtung von Oxygenatoren mit verschiedenen Verfahren die Hämokompa-
tibilität verbesserte (Baksaas et al. 1999), ist der isolierte Einsatz eines heparinbeschichteten
Filters (HBS Hoch), wie auch der eines vollständig heparinbeschichteten Systems (HBS Nied-
rig) ebenfalls eine Möglichkeit durch eine geringere Gerinnungsaktivierung die Biokompati-
bilität zu steigern. Aber nur die vollständige Heparinbeschichtung aller Oberflächen in Ver-
bindung mit einer verminderten Heparinisierung reduzierte auch die Komplementaktivierung
mit nachfolgender Leukopenie und führte so zu einer weitergehenden Optimierung der Bio-
kompatibilität des Systems.
Diese Unterschiede zwischen den verschiedenen Kaskadensystemen des Blutes zeigen erneut,
daß zur detaillierten Beurteilung der Biokompatibilität bei extrakorporaler Zirkulation die
Untersuchung mehrerer Aktivierungssysteme des Blutes, wie plasmatisches Gerinnungssys-
tem, Thrombozyten, Komplementsystem, Zytokine und Leukozyten, erforderlich ist.
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6.3 „Chandler-Loop“ Versuche
6.3.1 Methodik der Versuche
Nachdem bei den Filterversuchen mit vollständig heparinbeschichteten Oberflächen (HBS
Niedrig) eine reduzierte Komplementaktivierung beobachtet wurde, sollten die zugrunde lie-
genden Mechanismen genauer untersucht werden. Dazu wurden Versuche mit einem „Chand-
ler-Loop“ durchgeführt.
Die Reduzierung des ECC-Systems auf einen in sich geschlossenen Schlauch ermöglichte
durch das geringe Füllvolumen einen parallelen Ansatz aller vier Versuchsgruppen mit frisch
abgenommenem Heparinvollblut eines einzigen Spenders. Die Durchführung der Versuche
bei 37 °C schuf optimale Bedingungen für die verschiedenen Kaskadensysteme des Blutes,
insbesondere das Komplementsystem. Zwar entsprachen die Strömungsverhältnisse im
Schlauch nicht den in vivo Bedingungen, wie z. B. bei Verwendung einer Rollerpumpe, dies
ist aber bei der Zielsetzung der Versuche nicht notwendig, da grundlegende Aspekte der
Komplementaktivierung an heparinbeschichteten und unbeschichteten Oberflächen untersucht
werden sollten und nur die indirekte Übertragung auf den klinische Einsatz erfolgen sollte.
Durch die weitestgehende Standardisierung der Versuche konnten zufällige Fehler minimiert
werden. Die mehrfache Wiederholung der Versuche (n = 5) mit reproduzierbaren Meßergeb-
nissen und anschließende Durchführung eines statistischen Tests (U-Test von Mann, Whitney
und Wilcoxon) verstärkte die Aussagekraft der Resultate zusätzlich.
Im Vergleich zu in der Vergangenheit von unserer Arbeitsgruppe (Kirschfink et al. 1993) mit
humanem Serum durchgeführten Untersuchungen wurde bei diesen Versuchen durch die
Verwendung von heparinisiertem humanem Vollblut die Interaktion des Komplementsystems
mit anderen Aktivierungssystemen des Blutes ermöglicht. Das hier durchgeführte ELISA-
Verfahren zur Bestimmung von oberflächengebundenen Komplementproteinen ermöglichte
ähnlich, wie bei den Verfahren von Kovacs (1993) und Mollnes et al. (1995), eine detaillierte
Untersuchung der Komplementaktivierung an den Oberflächen.
6.3.2 Bewertung der Ergebnisse
Durch die Versuche konnte gezeigt werden, daß die Heparinbeschichtung der Oberflächen
(HBS) zu einer signifikant reduzierten Aktivierung des alternativen Komplementweges führt,
wie schon 1993 von Kirschfink et al. bei in vitro Versuchen mit Serum gezeigt werden konn-
te. Daraus resultierte eine verminderte Bildung des terminalen Komplementkomplexes. Diese
konnte nicht nur aus der verminderten Bindung von Komplementproteinen wie C3c, C3d,
Properdin oder C5 geschlußfolgert werden, sondern insbesondere aus dem signifikant gerin
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geren Nachweis von aktivierungsspezifischen Proteinen (iC3b und sC5b-9) auf den heparin-
beschichteten Oberflächen und von aktivierungsspezifischen Proteinkomplexen im Plasma
(C3bBbP und SC5b-9). Analog unseren Ergebnissen für Biomaterialien aus PVC konnten
Mollnes et al. (1995) die reduzierte Aktivierung des Komplementsystems an den Oberflächen
und in der flüssigen Phase durch Heparinbeschichtung von Tecoflex und Latex nachweisen.
Im Gegensatz dazu war allerdings ähnlich den Ergebnissen der Filterstudie bei HBS im Ver-
gleich zu den unbeschichteten Kontrollen vermehrt C1rsC1Inh-Komplexe im Plasma nach-
weisbar, die auf eine vermehrte Aktivierung des klassischen Komplementweges durch HBS
hinweisen könnten. Da die in geringem Maße vermehrte Bindung von C1s und C4 auf den
heparinbeschichteten Oberflächen nicht signifikant war, ist die Bedeutung dieser Werte als
Zeichen einer signifikanten Aktivierung des klassischen Weges zweifelhaft. Da es sich um
sterilisierte Biomaterialien handelt, ist eine Aktivierung durch Bakterien oder Antigen-
Antikörper-Komplexe unwahrscheinlich. In einer klinischen Studie ließen sich in der HBS-
Gruppe zwar ebenfalls höhere Konzentrationen von C1rsC1Inh-Komplex als bei unbeschich-
teter kardiopulmonalem Bypass beobachten, was aber bei gleich hohen Konzentrationen von
C4-Spaltprodukten in beiden Gruppen kaum als Zeichen einer vermehrten klassischen Kom-
plementaktivierung gewertet werden konnte (Videm et al 1999).
Antithrombin III ist nicht nur von essentieller Bedeutung bei der Inhibierung aktivierter Ge-
rinnungsproteine, sondern wie Weiler und Lindhardt 1991 in vitro beobachteten zusätzlich für
eine Hemmung der Komplementaktivierung verantwortlich, die wie die antikoagulatorischen
Eigenschaften durch Heparin verstärkt wurde. Im Körper kommt es an den Endothelzellen der
Blutgefäße über in die Zellmembran eingelagerte Heparansulfate zur Bindung von AT III-
Proteinen (Marcum und Rosenberg 1984; Sanchez und Olsson 1999). Analog diesem Mecha-
nismus kommt es, wie Pasche et al. (1991) zeigten, zur Bindung von AT III an das kovalent
an die Oberflächen gebundene Heparin. Diese AT III-Moleküle sind dabei nach Sanchez et al.
1997 wesentlich für die Inhibierung der Kontaktaktivierung der Gerinnung an den Oberflä-
chen. Ein ähnlicher Effekt auf das Komplementsystem ist angesichts der Beobachtungen von
Weiler und Lindhardt (1991) wahrscheinlich. Heparin ist darüber hinaus nach Sahu und
Pangburn (1993) in der Lage, eine Vielzahl von Komplementproteinen, wie C1q, C2, C4
(klassischer Weg), Faktor B, Properdin (Alternativweg), C6, C8, C9 (Terminalkomplex), und
insbesondere Regulatoren (Faktor H und C1 Inhibitor) zu binden.
Aktivierende Oberflächen spielen beim alternativen Komplementweg eine zentrale Rolle.
Pangburn et al. (1983) postulierten verschiedene Phasen der Aktivierung des Alternativweges
an Oberflächen: Im Blut kommt es ständig zur spontanen Bildung von hydrolysiertem C3
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(C3(H2O)), welches sich wie C3b verhält (C3b-like) und in der Lage ist, Faktor B zu binden,
welches dann durch Faktor D zum enzymatisch aktiven Molekül umgewandelt wird. Die so
entstandene durch P stabilisierte C3-Konvertase ( C3(H O)BbP2 ) spaltet weitere Moleküle C3
in C3a und C3b. Das gebildete C3b bindet in der Initialphase an Oberflächen und in der fol-
genden Amplifizierungsphase kommt es an aktivierenden Oberflächen nach der Anlagerung
von Faktor B durch die Bildung der alternativen C3-Konvertase zur weiteren Bildung und
Anlagerung von C3b. Bei nichtaktivierenden Oberflächen kommt es zur vermehrten Bindung
des Regulators Faktor H an C3b. Faktor H hemmt die Anlagerung von Faktor B an C3b, spal-
tet Bb vom C3bBb-Komplex ab und fördert die Spaltung von C3b durch Faktor I (Janatova et
al. 1991). Schließlich kommt es in der Plateauphase zum Gleichgewicht zwischen Anlagerung
und Freisetzung von C3b von den Oberflächen.
Sharma und Pangburn (1996) konnten auf dem Faktor H-Molekül drei Bindungsstellen für
C3b und zwei weitere Regionen mit einer hohen spezifischen Affinität für Heparin nachwei-
sen. Die Bindung von Heparin an Faktor H imitiert dabei die physiologische Bindung von
Faktor H an Sialinsäure oder Glykosaminoglykane auf Zellen und Geweben und verstärkt die
Affinität zwischen Faktor H und C3b, wobei der Effekt bei an Oberflächen gebundenem C3b
deutlich effektiver ist als bei freiem C3b (Meri und Pangburn 1990; Meri und Pangburn
1994). Dieser Mechanismus stellt einen wichtigen Faktor der Inhibierung des Alternativweges
dar. Dem entspricht unsere Beobachtung, daß es an den heparinbeschichteten Oberflächen zu
einer signifikant erhöhten Bindung von Faktor H im Vergleich zu den unbeschichteten Sys-
temen kommt. Daraus resultierte die signifikant reduzierte Bildung aktivierungsspezifischer
C3-Spaltprodukte auf den heparinbeschichteten Oberflächen und der alternativen
C3-Konvertase in der flüssigen Phase. Freies Heparin ist nicht in der Lage die Inaktivierung
von C3b adäquat zu fördern. Cheung et al. (1992) konnten ebenfalls die verstärkte Bindung
von Faktor H an heparinbeschichteten Zelluloseacetatmembranen beobachten bei gleichzeitig
erhöhter Gesamtmenge an freiem und gebundenem C3a, und analog unseren Ergebnissen
zeigten Kazatchkine et al. (1979), daß die Zymosan induzierte Aktivierung des Alternativwe-
ges durch Anlagerung von Heparin an Zymosan gehemmt wird, da die Funktion von Faktor H
verstärkt wird.
Ein analoges Bild ergibt sich für den C1 Inhibitor (C1 Inh), dessen Aktivität durch die Anwe-
senheit von Heparin potenziert wird (Caughman et al. 1982; Caldwell al. 1999). Auch dieser
Regulator des Komplementsystems wurde vermehrt an die heparinbeschichteten Oberflächen
der untersuchten Biomaterialien gebunden und konnte dort direkt die Aktivierung des klassi-
schen Komplementweges hemmen. Der wie auch in einer klinischen Studie (Videm et al
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1999) beobachtete vermehrte Nachweis von C1rsC1Inh-Komplexen bei HBS kann angesichts
der nicht eindeutig vermehrten Bindung von C1s und C4 an HBS, der fehlenden vermehrten
Bildung von C4 Spaltprodukten als Zeichen der klassischen Komplementaktivierung in der
klinischen Studie und der sogar reduzierten Bildung von alternativer C3-Konvertase und
Terminalkomplex kaum als Zeichen einer verstärkten Aktivierung des klassischen Weges
gewertet werden. Vielmehr scheint es durch die vermehrte Bindung von C1 Inhibitor an die
heparinbeschichteten Oberflächen in Verbindung mit der Aktivitätssteigerung von C1 Inh
durch Heparin (Caughman et al. 1982; Caldwell al. 1999) zu einer effektiveren Inaktivierung
von C1qrs -Komplexen, die an den Oberflächen der Biomaterialien entstehen, zu kommen.
Die gebildeten C1rsC1Inh-Komplexe lassen sich dann vermehrt im Plasma nachweisen.
C1 Inhibitor stellt einen wichtigen Regulator der Kontaktaktivierung der Gerinnung dar
(Agostini et al. 1984; Wuillemin et al. 1995). Vor diesem Hintergrund könnte der verstärkte
Nachweis von C1 Inh auf HBS eine große Rolle bei der Unterdrückung der Kontaktaktivie-
rung der Gerinnung an körperfremden heparinbeschichteten Oberflächen spielen. Sanchez et
al. (1998) zeigten allerdings, daß bei Heparinbeschichtungen mit hoher Affinität zu An-
tithrombin III im Gegensatz zu solchen mit geringer Affinität die Kontaktaktivierung schnel-
ler und effektiver durch ATIII inhibiert wird als durch C1 Inhibitor.
Neben der Bindung von Antithrombin III wären somit auch gebundene C1 Inh-Proteine in
geringerem Maße für die reduzierte Aktivierung des Gerinnungssystems bei heparinbeschich-
teter ECC verantwortlich.
6.3.3 Zusammenfassung
Insgesamt kam es bei den heparinbeschichteten Oberflächen zu einer deutlich reduzierten
Aktivierung des Komplementsystems. Dabei scheint insbesondere die Bindung von Regulato-
ren des Komplementsystems an das gebundene Heparin das Gleichgewicht von Aktivatoren
und Inhibitoren des Komplementsystems bei HBS zugunsten der hemmenden Einflüsse zu
verschieben. Die Potenzierung der Funktion dieser Regulatoren durch Bindung von Heparin
steht dabei im Einklang mit Studien, die für Heparin in vitro und in vivo einen hemmenden
Effekt auf die Komplementaktivierung beschrieben haben (Weiler et al. 1992; Boackle et al.
1983). Diese Prozesse imitieren dabei die physiologischen Verhältnisse an den Endothelzellen
der Blutgefäße, wo es über verschiedene Substanzen zur Anlagerung von verschiedenen Inhi-
bitoren des Gerinnungs- und Komplementsystems kommt. Im Gegensatz dazu überwiegen bei
konventionellen unbeschichteten Oberflächen die aktivierenden Eigenschaften.
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6.4 In vivo Versuche
6.4.1 Methodik der Versuche
Die aus den beiden in vitro Studien gewonnenen Ergebnisse demonstrierten klar eine verbes-
serte Biokompatibilität der ECC-Systeme mit heparinbeschichteten Oberflächen. Um diese
Ergebnisse auch im Langzeiteinsatz beurteilen zu können, wurden in vivo Versuche mit wa-
chen, erwachsenen, weiblichen Schafen durchgeführt. Mit diesem bereits in unserer Arbeits-
gruppe etablierten Verfahren (Mottaghy et al. 1989) wurden die heparin- und unbeschichteten
ECC-Systeme bis zu 120 h miteinander verglichen. Auf diese Weise wurden unter kritischen
Bedingungen die Antithrombogenität von HBS im Langzeiteinsatz getestet, wie es insbeson-
dere bei dem späteren Patienteneinsatz zur ECMO von essentieller Bedeutung ist.
Schafe wurden als Versuchstiere ausgewählt, da sie insbesondere bezüglich Hämodynamik
und Gerinnungssystem dem Menschen ähnlich sind (Hecker 1983; Karges et al. 1994). Da-
durch war es möglich, einen normalen für Erwachsene konzipierten ECC-Kreislauf mit einem
Kapillarmembranoxygenator zu verwenden. Da es nicht möglich ist Schafe, als Wiederkäuer
über mehrere Tage in Narkose zu halten, mußten die Versuche mit wachen Tieren durchge-
führt werden. Wegen der Mobilisierung der wachen Tiere wurde deshalb abweichend von der
klinischen Situation nicht die Venae femorales, sondern beide Venae jugulares punktiert.
Die makroskopische und histopathologische Aufarbeitung der verschiedenen Organe ermög-
lichte im Gegensatz zu in vitro Verfahren, die Effekte der ECC auf den Organismus zu objek-
tivieren. Dieses Datenmaterial und neuartige ELISA zur Beurteilung der Komplementaktivie-
rung, für die kreuzreagierende anti-humane Komplementantikörper genutzt wurden, ermög-
lichten die genauere Beurteilung der Biokompatibilität.
In Vorversuchen war es bei den Kontrollversuchen regelmäßig zu massiven Blutungskompli-
kationen, die aufgrund des Blutverlusts und des immensen Stresses für die Tiere zum frühzei-
tigen Abbruch der Versuche führten. Vor diesem Hintergrund wurden für diese Studie die
Zahl der Kontrollversuche auf n = 2 begrenzt. Die Durchführung eines statistischen Tests
(U-Test von Mann, Whitney und Wilcoxon) wäre zwar technisch möglich gewesen, ange-
sichts der geringen Anzahl der Kontrollen wurde aber darauf verzichtet. Trotzdem konnten
prägnante aussagekräftige Tendenzen für die unterschiedliche Biokompatibilität der beiden
Versuchsgruppen gewonnen werden.
Nach einer Hämatokritkorrektur der Ergebnisse entsprachen die beobachteten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen den nativen Werten. Deshalb wurde bei den hier präsentierten
Ergebnissen auf eine Hämatokritkorrektur verzichtet und die gemessenen Werte wurden in
Prozent des Ausgangswertes dargestellt.
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6.4.2 Beurteilung der Ergebnisse
Bei den Kontrollversuchen führte die systemische Heparinisierung zum Nachweis von freiem
Heparin und zur typischen Verlängerung von PTT, TZ und ACT. Bei HBS ließen sich dage-
gen weder freies Heparin noch einer Verlängerung von PTT, TZ oder ACT als Zeichen einer
Heparinauswaschung der Oberflächen beobachten und nach Versuchsende wurden auf den
beschichteten Oberflächen hohe Heparinkonzentrationen nachgewiesen. Dies spricht für die
hervorragende Stabilität der Beschichtung.
Die deutlich höheren Konzentrationen der Gerinnungsproteine und die höhere Thrombozyten-
zahl bei HBS beweisen die geringere Aktivierung des Gerinnungssystems. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Ergebnissen verschiedener Studien überein, die den Effekt eines heparinbe-
schichteten CPB auf die Hämostase sowohl im in vitro Versuch als auch im Rahmen klini-
scher Studien in der Herzchirurgie untersuchten (Bannan et al. 1997; Nakajima et al. 1996;
Moen et al. 1996). Bei unseren Untersuchungen zeigten die unveränderten Quickwerte, daß es
in beiden Gruppen zu keinem kritischen Abfall der Gerinnungsproteine durch einen übermä-
ßigen Verbrauch oder insuffiziente Synthese kam.
Bei der Untersuchung der Komplementaktivierung mit Hilfe der hämolytischen Testverfahren
(CH50 und APH50) wurden die Ergebnisse vorheriger Studien unserer Arbeitsgruppe bestä-
tigt (Kirschfink et al. 1993), da HBS im Vergleich zu den Kontrollen eine verminderte Akti-
vierung des Komplementsystems zeigte. Durch die erstmalige Verwendung eines ELISA für
die iC3b-Bestimmung beim Schaf konnte gezeigt werden, daß die stärkere Aktivierung bei
den Kontrollversuchen auf einer erhöhten Bildung von iC3b während den ersten 12 h ECC-
Zeit beruht. Die Bestimmung oberflächengebundener Komplementproteine auf den Schläu-
chen nach Beendigung der Versuche bestätigte die Ergebnisse der in vitro Versuche. Analog
zu unseren Ergebnissen konnte bei herzchirurgischen Eingriffen durch eine Heparinbeschich-
tung des CPB abhängig von Studiendesign und Beschichtungsart die Komplement- und Leu-
kozytenaktivierung in unterschiedlichem Maße reduziert werden (Fosse et al. 1994; Ovrum et
al. 1995a). Entsprechende kontrollierte klinische Studien für den Einsatz der ECMO beim
akuten Lungenversagen fehlen.
Weitere klinisch-chemische Parameter, wie Leukozyten oder Gesamt-Eiweiß, und der kom-
plikationslose Verlauf bei den Tieren mit heparinbeschichteter ECC zeigten zusätzlich die
verbesserte Biokompatibilität der beschichteten Oberflächen. Die im Normbereich liegenden
Plasma-Hämoglobin-Konzentrationen demonstrieren das Fehlen signifikanter Hämolyse wäh-
rend ECC für beide Gruppen, so daß die geringfügig höheren Werte bei HBS ohne klinische
Signifikanz sind.
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Die hier untersuchte erneute Modifikation dieser Beschichtung führte im Vergleich zu früher
bereits in unserer Arbeitsgruppe untersuchten Modifikationen (Kirschfink et al. 1993) als Zei-
chen einer weiteren Verbesserung zu einer noch geringeren Aktivierung von Gerinnungs- und
Komplementsystem. Bei klinischen Studien in der Herzchirurgie reduzierte die hier unter-
suchte kovalente Heparinbeschichtung die Komplement- und Leukozytenaktivierung signifi-
kant mehr als eine ionische Bindung (Ovrum et al. 1995a; Baufreton et al. 1998). In der neue-
ren Tierstudie war außerdem in den Kontrollversuchen bei gleichem Versuchsprotokoll die
Laufzeit bis zum Abbruch der Versuche wegen Blutungskomplikationen verlängert (Kovacs
1993). Beim klinischen Einsatz von HBS bei CPB konnte abhängig von Beschichtungsart und
Höhe der systemischen Heparinisierung der postoperativer Blutverlust reduziert und die post-
operative Lungen-, Nieren- und ZNS-Funktion verbessert werden (Ovrum et al. 1995b; Ov-
rum et al. 1996; Svenmarker et al. 1997; Mahoney und Lemole 1999). Diese Ergebnisse beto-
nen die Bedeutung einer individuellen Bewertung verschiedener Beschichtungsverfahren und
ihrer Modifikationen.
6.4.3 Zusammenfassung
Die reduzierte Aktivierung der verschiedenen Kaskadensysteme bei den Tieren mit heparin-
beschichteter ECC über einen Zeitraum von bis zu 120 h zusammen mit dem Fehlen patholo-
gischer Veränderungen in der Sektion zeigt die verbesserte Biokompatibilität und bestätigt die
in vitro Versuche. Im Vergleich zu früheren Ergebnissen ist die Biokompatibilität durch die
Modifikation von Biomaterialien und Beschichtungsverfahren weiter gesteigert worden.
6.5 Zusammenfassende Bewertung der Versuchsreihen und Ausblick
Die Ergebnisse der in vitro und in vivo Studien im Rahmen dieser Arbeit zeigen, daß die He-
parinbeschichtung eines ECC-Systems für CPB oder ECMO die Biokompatibilität deutlich
verbessert. Dieser Effekt läßt sich insbesondere durch die verminderte Aktivierung des Gerin-
nungs- und Komplementsystems belegen.
Der Einsatz einer einzelnen heparinbeschichteten Komponente mit kritischen Blutkontaktbe-
dingungen (z. B. arterieller Filter) integriert in ein unbeschichtetes ECC-System ermöglicht
eine begrenzte Verbesserung der Hämokompatibilität durch die verringerte Aktivierung der
Hämostase.
Die Heparinbeschichtung scheint durch eine verstärkte Bindung von Inhibitoren wie An-
tithrombin III, Faktor H oder C1 Inhibitor die Verhältnisse auf den Endothelzellen zu imitie-
ren und ermöglicht so die sofortige Inaktivierung aktivierter Faktoren des Gerinnungs- oder
Komplementsystems auf den Oberflächen. Wie schon Sanchez et al. (1997) feststellten, ist die
6.Diskussion 95
Kombination von heparinbeschichteten Oberflächen und hochdosierter systemischer Hepari-
nisierung oder sogar Protamin kritisch zu bewerten. Da ein Großteil der im Blut zirkulieren-
den Regulatoren vom freien Heparin gebunden wird, kommt es unter Umständen nicht mehr
zur suffizienten Anlagerung an HBS, um eine optimale Funktion der Oberflächen zu errei-
chen. Protamin andererseits kann durch Anlagerung an das gebundene Heparin die Funktion
der Beschichtung dauerhaft hemmen. Unsere in vivo Versuche haben sogar gezeigt, daß die
Verwendung der Heparinbeschichtung ohne jede systemische Heparinisierung komplikations-
los möglich war und reduzierte Heparindosen haben sich auch bereits in klinischen Studien
bewährt (Ovrum et al. 1995a; Svenmarker et al. 1997).
Die teilweise unterschiedliche Aktivierung von Komplement- und Gerinnungssystem zeigt,
daß für eine umfassende Bewertung der Biokompatibilität die Untersuchung mehrerer Kaska-
densysteme des Blutes sinnvoll ist. Zusätzlich zu den hier beschriebenen Verfahren scheint
insbesondere der Nachweis von aktivierungsspezifischen Antigenen auf der Thrombozyten-
und Leukozytenoberfläche mit Hilfe der Durchflußzytometrie eine weitere Möglichkeit zu
sein, die Hämokompatibilität in zukünftigen Studien mit ECC-Systemen zu beurteilen.
In zunehmendem Maße wird Hirudin als alternatives Antikoagulanz für ECC bei Patienten
mit HIT-Syndrom eingesetzt. Die Einflüsse auf die Biokompatibilität sind aber noch weitge-
hend unklar. Die unterschiedlichen Mechanismen der Gerinnungsinhibierung müssen dabei
berücksichtigt werden. Ob eine Beschichtung der Biomaterialien sinnvoll erscheint, muß kri-
tisch untersucht werden, da es über das oberflächengebundene Hirudin zur großflächigen
Bindung von Thrombin an die Oberflächen käme. Im Gegensatz zu HBS kommt es nicht zur
Bindung von Antithrombin III, Faktor H und C1 Inhibitor an die Oberflächen, so daß eine
relevante Hemmung der Komplementaktivierung mit nachfolgender Bildung von proinflam-
matorischen Zytokinen und Leukozytenaktivierung wie bei heparinbeschichteten Biomateria-
lien zweifelhaft ist. Die Durchführung weiterer in vitro und in vivo Studien kann zur
Beantwortung dieser offenen Fragen beitragen.
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7. Zusammenfassung
Die extrakorporale Blutzirkulation (ECC) als Dialyse oder Herz-Lungen-Maschine stellt ein
weit verbreitetes klinisches Therapieverfahren dar. In dieser Arbeit wird der Einsatz von ECC
mit Oxygenatoren und Blutpumpen als kardiopulmonaler Bypass (CPB) in der Herzchirurgie
oder als extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) bzw. extrakorporale Kohlendioxid-
elimination (ECCO2R) zur Therapie des akuten Lungenversagens (ARDS) untersucht. Der
Grad der Aktivierung verschiedener zellulärer und humoraler Kaskadensysteme des Blutes
kann unter dem Begriff Biokompatibilität zusammengefaßt werden. Zwar kann die Gerin-
nungsaktivierung an den Fremdoberflächen der ECC durch die hochdosierte systemische An-
tikoagulation mit Heparin auf Kosten häufigerer Blutungskomplikationen beherrscht werden,
doch kommt es trotzdem zur massiven Aktivierung des Komplementsystems, die unter ande-
rem für die Leukozytenaktivierung mit Freisetzung von Zytokinen und für das Auftreten von
Organversagen (z. B. Lunge, Niere) verantwortlich gemacht wird. Neben den großen Fremd-
oberflächen und hohen Blutflußraten bei CPB und ECMO beeinflussen die gegenseitige Akti-
vierung und Regulation beider Kaskadensysteme das Ausmaß der Gerinnungs- und Komple-
mentaktivierung.
Auf der Suche nach klinisch wünschenswerten Möglichkeiten, die Rate der Blutungskompli-
kationen, wie auch die immunologische Aktivierung mit nachfolgend gestörten Organfunkti-
onen zu reduzieren, wurden verschiedene Verfahren zur Beschichtung der ECC-Oberflächen
entwickelt. Durch den Einsatz unterschiedlicher Verfahren der Heparinbeschichtung (HBS)
konnte sowohl die Gerinnungsaktivierung und die Rate der Blutungen, als auch das Ausmaß
der Komplementaktivierung und nachfolgender Störungen in unterschiedlichem Maße ge-
senkt werden. Aufgrund der unterschiedlichen Effektivität verschiedener HBS und fehlenden
einheitlichen Untersuchungsstandards können die Resultate früherer Studien nicht auf neue
Beschichtungsverfahren oder –modifikationen, wie die in der vorliegenden Arbeit verwendete
kovalente End-Punkt-Bindung von Heparin, übertragen werden. Neben der Untersuchung des
Gerinnungssystems sowie der Funktion und Langzeitstabilität der Beschichtung wurde in der
vorliegenden Arbeit ein besonderes Augenmerk auf die Mechanismen der Komplementakti-
vierung auf den Biomaterialien und im Blut gelegt.
Der Einsatz eines neu entwickelten pumpengetriebenen in vitro Versuchsaufbaus, der aus
einem mit frisch abgenommenem Humanblut eines Spenders gefüllten Schlauchkreislauf und
einem arteriellen Filter bestand, ermöglichte die standardisierte Untersuchung der Biokompa-
tibilität von HBS. Neben einer ECC mit vollständig beschichtetem System und reduzierter
Heparinisierung wurde auch der isolierte Einsatz eines beschichteten Filters bei herkömmli-
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cher Heparinisierung im Vergleich zu einem unbeschichteten Kontrollaufbau mit konventio-
neller Heparinisierung untersucht.
Sowohl das vollständig beschichtete ECC-System als auch der isolierte Einsatz von HBS auf
den Filtern führte als Zeichen der verminderten Gerinnungsaktivierung zu einem geringeren
Abfall von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten und vor allem, bestätigt durch Rasterelekt-
ronenmikroskopie, zu weniger Ablagerungen auf den Filtern. Erst durch den Einsatz einer
vollständigen Heparinbeschichtung wurde die Komplementaktivierung effektiv reduziert, so
daß weniger aktivierungsspezifische Proteinkomplexe für den alternativen Weg (C3bBbP)
und den Terminalkomplex (sC5b-9) in Verbindung mit einer höheren alternativen und klassi-
schen hämolytischen Komplementaktivität (APH 50 und CH 50) sowie höheren Leukozyten-
zahlen nachgewiesen wurden.
Um die Mechanismen der reduzierten Komplementaktivierung bei heparinbeschichteten
Oberflächen in der Filterstudie genauer untersuchen zu können, wurde zusätzliche Versuche
mit einem weiter standardisierten ECC-Modell durchgeführt. In einem schwerkraftbetriebe-
nen in vitro „Chandler-System“ wurden zwei beschichtete und zwei unbeschichtete Schläuche
in einem parallelen Ansatz jeweils mit frisch abgenommenem Heparinvollblut und heparini-
siertem EDTA-Blut perfundiert. Neben verschiedenen ELISA zum Nachweis aktivierungs-
spezifischer Komplementkomplexe im Blut wurden auf den Biomaterialien durch ein neu
entwickeltes modifiziertes ELISA-Verfahren die aktivierungsspezifische Bindung verschie-
dener Komplementfaktoren nachgewiesen.
HBS reduzierte signifikant die Aktivierung des alternativen Weges und des Terminalkomple-
xes sowohl auf den Oberflächen (u. a. weniger iC3b, C3c, C5b-9) als auch im Blut (C3bBbP-
und sC5b-9-Komplex) im Vergleich zu den unbeschichteten Kontrollen. Analog zu den Ver-
hältnissen auf Endothelzellen wird durch die signifikant vermehrte Bindung von Faktor H,
dem wichtigsten Regulator des Alternativweges, an HBS das auf den Biomaterialien entste-
hende C3b effektiv inaktiviert, so daß keine weitere Komplementaktivierung erfolgt. Der
Nachweis von höheren Konzentrationen des C1rs-C1Inh-Komplexes im Blut, wie schon bei
den Filterversuchen, und von mehr oberflächengebundenem C1 Inh scheint auf einer höheren
C1-Inhibitor-Aktivität auf heparinbeschichteten Oberflächen zu beruhen, so daß an den Ober-
flächen gebildete C1-Esterase ( C1qrs ) effektiver zu C1rs-C1Inh-Komplexen inaktiviert wird.
Die verbesserte Biokompatibilität von HBS in den in vitro Versuchen sollte neben der Lang-
zeitstabilität und -funktion dieser Heparinbeschichtung anschließend im in vivo Langzeitver-
such überprüft werden. Erwachsene Schafe wurden bis zu 120 h an eine ECMO angeschlos-
sen, um die neu modifizierten heparinbeschichteten Oberflächen ohne jegliche systemische
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Heparinisierung mit herkömmlichen unbeschichteten ECC-Systemen inklusive hochdosierter
systemischer Heparingabe zu vergleichen. Nach der Implantation der erforderlichen Katheter
in Allgemeinanästhesie wurden die wachen Tiere ausreichend sediert und analgesiert und
nach Beendigung der ECC eingeschläfert, um eine Sektion zu ermöglichen. Das Gerinnungs-
und Komplementsystem wurde mit Hilfe verschiedener für den Einsatz beim Schaf modifi-
zierter oder neu entwickelter Untersuchungsverfahren beurteilt.
Bei den Versuchen mit HBS kam es während der Versuchsdauer weder zu einer Aktivierung
des Gerinnungssystems mit Thromboembolien noch zur nachweisbaren Heparinauswaschung
aus den Oberflächen. In den Kontrollversuchen kam es zu einem Abfall von Thrombozyten
und Gerinnungsfaktoren sowie schwerwiegenden Blutungen in Intestinaltrakt und Nieren.
Wie schon in den beiden in vitro Studien konnte durch den Einsatz von HBS die Komple-
mentaktivierung an den Oberflächen während der gesamten Versuchsdauer effektiv verhindert
werden. Für HBS wurden neben einer höheren APH 50 und CH 50 mit Hilfe eines neu entwi-
ckelten ELISA weniger aktivierungsspezifische C3-Spaltprodukte (iC3b) im Plasma und we-
niger Komplementproteine auf den heparinbeschichteten Oberflächen nachgewiesen. Im Ver-
gleich zu einer früheren Tierstudie mit Vorgängern der hier verwendeten heparinbeschichte-
ten Biomaterialien konnte die Biokompatibilität weiter gesteigert werden.
Durch den Einsatz einer effektiven und stabilen Methode zur Heparinbeschichtung aller Ober-
flächen kann nicht nur die Aktivierung des Gerinnungssystems, sondern auch die Komple-
mentaktivierung während ECC verhindert werden. Durch die Bindung von Regulatoren des
Komplementsystems an die oberflächengebundenen Heparinmoleküle werden diese in ihrer
Wirkung verstärkt und verhindern so die Aktivierung sowohl des alternativen als auch des
klassischen Komplementsystems. Dabei ist die Effektivität der Heparinbeschichtung bei der
Optimierung der Biokompatibilität nicht allein vom Prinzip des gewählten Beschichtungsver-
fahrens sondern sogar von der verfahrenstechnischen Modifikation der Beschichtung abhän-
gig.
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8. Abkürzungsverzeichnis
ABTS 2'2 Azino-bis 3-Ethylbenzthiazolinsulfon-Säure
ACT Activated Clotting Time
ADP Adenosindiphosphat
AG Antigen
AK Antikörper
APH 50 Alternative Pathway Hemolysis 50%
APW Alternative Pathway
ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
AT III Antithrombin III
BSA Bovines Serumalbumin
C Komplementfaktor
C1 Inh C1-Inhibitor
C4bp C4b-Binding-Protein
C8bp C8-Bindungsprotein
Ca2+ Calziumion
CD Cluster of Differentiation
CH 50 Complement Hemolysis 50%
CHE Chicken Erythrocytes - Hühnererythrozyten
CHEA CHE mit Antikörpern beladen
CMO Kapillarmembranoxygenator
CPB Cardiopulmonary Bypass
CPW Classical Pathway
CR Complement Rezeptor
DAF Decay accelerating factor
E Einheit
ECC Extracorporeal Circulation
ECCO2-R Extracorporeal CO2-Removal
ECLS Extracorporeal Lung Support
ECMO Extracorporeal Membrane Oxygenation
EDCF Endothelium-Derived-Contracting-Factor
EDRF Endothelium-Derived-Relaxing-Factor
EDTA Ethylendiamintetraacid
EGTA Ethylenglycol-bis-ßAminäthyläther N,N,N',N'-Tetraacetat
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
F Gerinnungsfaktor
g Erdbeschleunigung
GE Gesamt-Eiweiß
GOT Glutamatoxalacetattransaminase
gp Glykoprotein
gt Goat
GZ Gerinnungszeit
HAE Hammelerythrozyten
HAEA HAE mit Antikörpern beladen
HAH High Affinity Heparin
HBS Heparin Bonded Surface
HIT Heparininduzierte Thrombozytopenie
HKT Hämatokrit
HMV Herzminutenvolumen
HMW High Molecular Weight
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HMWH High Molecular Weight Heparin
hu Human
I.E. Internationale Einheit
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
K+ Kaliumion
kD Kilodalton
LAH Low Affinity Heparin
LDL Low Density Lipoprotein
LMF Leucozyte Mobilizing Factor
LMWH Low Molecular Weight Heparin
M Mol, molar
MAC Membrane Attack Complex
MASP MBL assoziierte Serinprotease
MBL Mannose-bindendes Lektin
MCP Membran Cofaktor Protein
Mg2+ Magnesiumion
ms Mouse
Na+ Natriumion
NO Stickstoffmonoxid
OPD Orthophenylendiamin
P Properdin
PAF Platelet-Activating-Factor
PAI Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
PBS Phosphat Buffered Saline
PE Polyethylen
PEI Polyethylenimine
PG Prostaglandin
PL Phospholipide
PlHb Plasmahämoglobin
PP Polypropylen
PTT Partielle Thromboplastinzeit
PU Polyurethan
PVC Polyvinylchlorid
R2 Bestimmtheitsmaß
rb Rabbit
REM Rasterelektronenmikroskopie
RES Retikuloendotheliales System
SCPN Serum-Carboxypeptidase N
SDS Sodium Dodecylsulfate
sh Sheep
SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
TCC Terminal Complement Complex
TNF Tumor Nekrose Faktor
t-PA tissue-Plasminogen Activator
TZ Thrombinzeit
VBS Veronal Buffered Saline
vWF von Willebrand Faktor
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10. Anhang
• Versuchsmaterialien
Es wurden die in Tab. A dargestellten Materialien für die Versuchsaufbauten verwendet. Alle Materi-
alien mit Blutkontakt wurden zum einen unbeschichtet zum anderen mit Heparin beschichtet (Carme-
da Bioactive Surface®) eingesetzt. Für die verschiedenen gemessenen Parameter wurden die in Tab. B
dargestellten Geräte verwendet.
Tab. A. Liste der verwendeten Materialien für die Versuchsaufbauten.
Material Bezeichnung Hersteller Bestell-Nr.
Rollerpumpe Stöckert München, D
Oxygenator Maxima Plus PRF™ Medtronic Anaheim, USA CBMAX-PRF
Arterieller Filter D 733 Micro 40 P Dideco Mirandola, I 5341
Schlauch Intersept Class IV 3/8“ Medtronic Anaheim, USA 3508
Reservoir ECMO Bladder Medtronic Anaheim, USA 072594A
Konnektoren, Katheter, etc. Medtronic Anaheim, USA
Tab. B. Liste der verwendeten Materialien für die gemessenen Parameter.
Material Bezeichnung Hersteller
Blutgasmeßgerät ABL 510 Radiometer Kopenhagen, DK
Monitor Sirecust 404 Siemens Erlangen, D
Kugelkoagulometer KC 10 Amelung Lemgo, D
ACT-Testgerät Hemochron® Model 800 ITC New Jersey, USA
Photometer (AT III/Heparin) aca® III Discrete Clinical Analyzer Du Pont Wilmington, USA
ELISA-Wascher Titertek® Microplate Washer S8/12 Flow Laboratories, GB
ELISA-Photometer ELISA-Reader SLT-Labortechnik, A
Photometer Ultrospec 2000 Pharmacia Cambridge, GB
Blutbildanalyzer Autolyzer 801 Contraves AG Zürich, CH
Photometer für GP Kodak Ektachrom DT-Analyzer Kodak Rochester, USA
• Verwendete Pufferlösungen
EDTA-Stammlösung (0,1 M EDTA)
74,4 g EDTA (Ethylendiamintetraacetat; Merck Darmstadt, D) wurden in 12 ml 32%iger NaOH (Nat-
ronlauge) gelöst und mit 1600 ml Aqua dest. verdünnt. Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf 7,4 -
7,6 eingestellt und danach der Puffer mit Aqua dest. auf 2 l aufgefüllt.
VBS-Stammlösung
Veronal-Buffered-Saline (VBS) wurde hergestellt, indem 2,875 g 5,5-Diäthylbarbitursäure (Veronal)
und 1,875 g 5,5-Diäthylbarbitursäure-Na (Veronal-Natrium) in heißem Aqua dest. gelöst und an-
schließend mit Aqua dest. auf 1 l aufgefüllt (pH 7,4 - 7,6) wurden.
Ca2+/Mg2+-Stammlösung
1 M MgCl2 und 0,15 M CaCl2 wurden in Aqua dest. gelöst.
VBS-Puffer + Gelatine (GVBS++)
400 ml VBS-Stammlösung wurden mit 2 ml Ca2+/Mg2+-Stammlösung versetzt. Dann wurden 2 g Gela-
tine (Merck Darmstadt, D) in heißem Aqua dest. gelöst und anschließend mit der Stammlösung und
der Stocklösung mit Aqua dest. auf 2 l aufgefüllt.
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VBS-EgTA-Puffer (GVBS-EGTA)
6,08 g EgTA (Ethylenglykol-bis-βAminäthyläther N,N,N’,N’-Tetraacetat; Merck Darmstadt, D) wur-
den in 1 N NaOH portionsweise gelöst und mit 2 g in heißem Aqua dest. gelöster Gelatine versetzt.
Anschließend wurden 6 ml MgCl2-Lösung und 200 ml VBS-Stammlösung hinzugefügt. Dann wurde
die Lösung mit 1 M HCL (Salzsäure) auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt und mit Aqua dest. auf 2 l
aufgefüllt (Leitfähigkeit bei 4 °C 6 ms).
EDTA-Puffer (0,01 M EDTA)
EDTA-Stammlösung wurde 1/10 mit VBS-Puffer + Gelatine verdünnt.
PBS-Puffer
80 ml der Stammlösung I mit 1 M Na2PO4 wurden mit Aqua dest. auf 8 l aufgefüllt und darin 72 g
NaCl gelöst. 20 ml Stammlösung II mit 1 M NaH2PO4 wurden mit Aqua dest. auf 2 l aufgefüllt und
darin 18 g NaCl gelöst. Beide Lösungen wurden gemischt und ein pH-Wert von 7,4 eingestellt.
PBS mit 1% BSA oder 1% Gelatine
In PBS-Puffer wurde die entsprechende Menge an Bovinem Serum Albumin (BSA) oder Gelatine
gelöst, um die gewünschte Konzentration zu erhalten.
Beschichtungspuffer
0,811 g Na2CO3 und 1,497 g NaHCO3 wurden in 500 ml Aqua dest. gelöst (pH 9,6).
Waschpuffer (PBS 0,1% Tween 20)
0,5 ml Tween 20 (Serva Heidelberg, D) wurden in 500 ml PBS-Puffer gelöst.
Probenpuffer (PBS 0,1% Tween 20, 0,01 M EDTA)
1 Teil EDTA-Stammlösung wurde mit 9 Teilen Waschpuffer verdünnt.
Zitrat-Phosphat-Puffer
2,1 g Zitronensäure und 2,84 g Natriumphosphat wurden in je 100 ml Aqua dest. gelöst, vermischt und
der pH auf 4,6 eingestellt.
Glutaraldehydlösung
25 %ige Glutaraldehydlösung (Merck Darmstadt, D) wurde 1/10 mit PBS-Puffer verdünnt.
Alsevers-Lösung
41 g D-Glucose, 16 g Natrium-Zitrat Dihydrat, 8,4 g NaCl und 0,8 g Zitronensäure wurden in
1 l Aqua. dest. gelöst (pH 6,0 - 6,5).
Erythrozyten in Alsevers, EDTA und Penicillin
100 ml Erythrozyten (Hammel oder Huhn) 1:1 mit Alsevers verdünnt wurden durch Glaswolle filtriert
und anschließend 5 min. bei 1000 g zentrifugiert. Die Erythrozyten wurden anschließend in 100 ml
Alsevers-Lösung aufgenommen und mit 10 ml 0,1 M EDTA-Lösung sowie 1 bis 2 Spatelspitzen Peni-
cillin versetzt.
• Gerinnungsparameter
Die Gerinnungsparameter wurden mit Hilfe der Reagenzien aus Tab. C und den passenden Meßgerä-
ten (Tab. B) nach folgenden Meßprotokollen bestimmt:
Thrombinzeit (TZ)
0,2 ml Citratplasma wurden im Koagulometer für 2 min inkubiert. Anschließend wurden 0,2 ml
Thrombin-Reagenz (37 °C) hinzugefügt und das Koagulometer gleichzeitig gestartet.
Partielle Thromboplastinzeit (PTT)
0,1 ml Citratplasma wurde zusammen mit 0,1 ml PTT-Reagenz (20-25 °C) genau 3 min im Koagulo-
meter inkubiert. Dann wurde 0,1 ml auf 37 °C vorgewärmte Kalziumchloridlösung (0,025 mol/l) hin-
zugefügt und das Koagulometer gestartet.
Thromboplastinzeit (Quick)
0,1 ml Citratplasma wurde 1 min im Koagulometer inkubiert. Anschließend wurde 0,1 ml Throm-
boplastin-Reagenz (37 °C) hinzugefügt und das Koagulometer gestartet. Die gemessenen Gerinnungs-
zeiten wurden mit Hilfe der entsprechenden Eichkurve in die Einheit Prozent der Norm umgerechnet.
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Für die verwendete Reagenzien-Charge wurde mit Schafplasma eine eigene Bezugskurve erstellt
(Abb. A). Dazu wurde für eine Verdünnungsreihe aus gepooltem Plasma von 10 gesunden Schafen
(1/1; 1/2; 1/3; 1/5; 1/6 entspricht 100 %; 50 %; 33 %; 20 % und 16,7 % der Norm) die Throm-
boplastinzeit in Sekunden gemessen. Anschließend wurden die Prozentwerte gegen die erhaltenen
Gerinnungszeiten in ein doppellogarithmisches Diagramm eingetragen und durch lineare Regression
eine Ausgleichsgerade mit einem Bestimmtheitsmaß R2 errechnet. Mit dieser Formel konnten die ge-
messenen Gerinnungszeiten der Proben in die Einheit Prozent der Norm umgerechnet werden.
Faktor XII (F XII)
Citratplasma wurde mit Diäthylbarbiturat-Acetat-Puffer (20-25 °C) im Verhältnis 1/5 verdünnt. An-
schließend wurden 100 µl der verdünnten Probe zusammen mit 100 µl Faktor XII-Mangelplasma und
100 µl PTT-Reagenz (20-25 °C) im Koagulometer genau 3 min inkubiert. Dann wurden
100 µl Kalziumchloridlösung (37 °C und 0,025 mol/l) hinzugefügt und das Koagulometer gestartet.
Für Schafplasma wurde eine eigene Bezugskurve erstellt (Abb. B). Dazu wurde für eine Verdünnungs-
reihe (1:5, 1:10, 1:50 und 1:500 entspricht 100 %, 50 %, 10 % und 1 % der Norm) aus Poolplasma von
10 gesunden Schafen die Gerinnungszeit bei der Faktor XII-Bestimmung gemessen. Anschließend
wurden die erhaltenen Werte in ein doppellogarithmisches Diagramm eingetragen und durch lineare
Regression eine Ausgleichsgerade errechnet.
Faktor XII-Bestimmung in Anwesenheit von Heparin
Dem Diäthylbarbiturat-Acetat-Puffer wurde Polybrene® in einer Konzentration von 15 mg/l hinzuge-
fügt, so daß bei der Messung im Koagulometer Polybrene® in einer Konzentration von 3 mg/l vorlag.
Die Messungen wurden anschließend analog der oben beschriebenen Methode für Faktor XII durchge-
führt. In gleicher Weise wie oben beschrieben wurden Bezugskurven für gepooltes Schafplasma und
Standardhumanplasma erstellt (Abb. C) und daraus durch lineare Regression Ausgleichsgeraden er-
rechnet. Damit konnte wiederum die Faktor XII-Konzentration in Prozent der Norm ermittelt werden.
Fibrinogen
20 µl Citratplasma wurde im Verhältnis 1:10 mit Pufferlösung (pH 7,35) verdünnt und anschließend 1
min bei 37 °C inkubiert. Dann wurde 0,2 ml Fibrinogen-Reagenz (20-25 °C) hinzupipettiert und das
Koagulometer gestartet. Die erhaltenen Gerinnungszeiten wurden mit Hilfe einer mitgelieferten Wer-
tetabelle in die Fibrinogenkonzentration in mg/dl umgerechnet.
Activated Clotting Time (ACT)
2 ml Vollblut werden direkt nach der Entnahme in das Teströhrchen gefüllt und anschließend die
Zeitmessung am Testgerät (Hemochron® Model 800, ITC New Jersey, USA) gestartet. Nachdem das
Teströhrchen 10 mal geschüttelt wurde, wird es in das Gerät geschoben. Nach eingetretener Gerinnung
kann man die Gerinnungszeit am Gerät ablesen.
Tab. C. Reagenzien für Gerinnungsparameter.
Test Reagenz Hersteller Bestell-Nr.
TZ Thrombin-Reagenz Boehringer Mannheim, D 126 420
PTT PTT-Reagenz Boehringer Mannheim, D 126 551
Kalziumchlorid (0.025 mol/l) Boehringer Mannheim, D 126 403
Quick Neoplastin® Plus Boehringer Mannheim, D 124 508 2
F XII Faktor XII-Mangelplasma Behring Marburg, D OSDG
Diethylbarbiturat-Acetat-Puffer Behring Marburg, D ORHW
Polybrene® Hexadimethrine Bromide Sigma Chemie Deisenhofen, D H 9268
Fibrinogen Fibrinogen-Reagenz Boehringer Mannheim, D 126 691
ACT FTCA510 Hemochron® Testtubes TC Edison New Jersey, USA FTCA 510
AT III ATIII Du Pont Wilmington, USA 705758901
Heparin Heparin Du Pont Wilmington, USA 705655901
Thrombozyten Thrombozyten-Einzeltest Kabe Labortechnik Nümbrecht, D 015101
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Abb. A. Bezugskurve für Thromboplastinzeit in Prozent der Norm mit Schafplasma.
Lineare Regression: Quick [%] = GZ -1,195 ∗ 2937,65; R² = 0,95.
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Gemessene Gerinnungszeit mit Polybrene®
Regressionsgerade mit Polybrene®
Abb. B. Bezugskurve Faktor XII in Prozent der Norm ohne und mit Polybrene® für Schafplasma.
Lineare Regression ohne Polybrene®: F XII [%] = GZ--3,312 ∗ 3,917 ∗ 106; R2 = 0,99.
Lineare Regression mit Polybrene®: F XII [%] = GZ -2,941 ∗ 9,954 ∗ 10 5 ; R2 = 0,98.
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Abb. C. Bezugskurve für Faktor XII in Prozent der Norm mit Polybrene® für Humanblut.
Lineare Regression: F XII = GZ -3,557 ∗ 2,506 ∗ 10 7; R2 = 0,998.
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Thrombozyten
20 µl EDTA-Blut wurde 1/50 mit Thrombozyten-Einzeltest Reagenz verdünnt und 3 min bis zur Lyse
der Erythrozyten inkubiert. Anschließend wurde eine Neubauerzählkammer gefüllt und in einer feuch-
ten Kammer 10 min bis zur Sedimentation der Thrombozyten inkubiert. Dann wurden die Thrombozy-
ten unter dem Mikroskop im zentralen Quadrat in fünf kleinen Quadraten ausgezählt. Dieser Wert
ergab mit 2.500 multipliziert die Thrombozytenzahl pro Mikroliter.
• Komplementparameter
Tab. D. Liste der für die ELISA eingesetzten Standards.
ELISA Standard Konzentration
CPW gereinigter C1rsC1Inh-Komplex C1sC1Inh: 10000 E/ml
APW Inulin-aktiviertes normales Humanserum C3b(Bb)P: 1500 E/ml
TCC Zymosan-aktiviertes normales Humanserum sC5b-9: 9273 E/ml = 0,389 mg/ml
iC3b Zymosan-aktiviertes normales Schafserum iC3b & iC3(H2O): 1000 E/ml
Tab. E. Protokoll des klassischer Weg ELISA (C1rsC1Inh-Komplex-ELISA).
Platte beschichten mit rb anti-hu C1-Inh 1/200 (1. AK) in Beschichtungspuffer (je 50 µl)
16 h Inkubation bei 4 °C, dann 2 x waschen mit Waschpuffer
Abdecken mit PBS + 1 % BSA (je 200 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 1 x waschen mit Waschpuffer
Proben (1/200) und Standard (1/500 - 1/32.000) in Probenpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
gt anti-hu C1s 1/200 (2. AK) in Waschpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
F(ab)2 rb anti-gt IgG (H+L) - PO 1/1000 (3. AK) in Waschpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
ABTS-Substrat + H2O2 (je 50 µl)
Abstoppen mit 0,2 M Oxalsäure (je 200 µl) nach ca. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
Extinktion messen (Meßfilter 405 nm, Referenzfilter: 492 nm)
Tab. F. Protokoll des Alternativweg-ELISA (C3bBbP-Komplex-ELISA).
Platte beschichten mit gt anti-hu Properdin 1/300 (1. AK) in Beschichtungspuffer (je 50 µl)
16 h Inkubation bei 4 °C, dann 2 x waschen mit Waschpuffer
Abdecken mit PBS + 1 % BSA (je 200 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 1 x waschen mit Waschpuffer
Proben (1/25) / Standard (1/150- 1/9.600) in Probenpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
rb anti-hu C3c biotiniliert 1/150 (2. AK) in Waschpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
Streptavidin - PO 1/1000 in Waschpuffer (je 50 µl)
0,5 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
OPD-Substrat + H2O2 (je 50 µl)
Abstoppen mit 12,5%iger Schwefelsäure (je 50 µl) nach ca. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
Extinktion messen (Meßfilter 492 nm, Referenzfilter: 620 nm)
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Tab. G. Protokoll des Terminalkomplex-ELISA (C5b-9-Komplex-ELISA).
Platte beschichten mit ms anti-hu C5b-9 1/1000 (1. AK) in Beschichtungspuffer (je 50 µl)
16 h Inkubation bei 4 °C, dann 2 x waschen mit Waschpuffer
Abdecken mit PBS + 1 % BSA (je 200 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 1 x waschen mit Waschpuffer
Proben (1/3 oder 1/10) / Standard (1/300 - 1/19.200) in Probenpuffer + 1 % BSA (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
rb anti-hu C5 1/2000 + 2 % normales Mausserum (2. AK) in Waschpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
F(ab)2 gt anti-rb IgG (H+L) - PO 1/5000 (3. AK) in Waschpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
OPD-Substrat + H2O2 (je 50 µl)
Abstoppen mit 12,5%iger Schwefelsäure (je 50 µl) nach ca. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
Extinktion messen (Meßfilter 492 nm, Referenzfilter 620 nm)
Tab. H. iC3b-ELISA für Schafblut.
Platte beschichten mit ms anti-hu iC3b 1/1000 (1. AK) in Beschichtungspuffer (je 50 µl)
16 h Inkubation bei 4 °C, dann 2 x waschen mit Waschpuffer
Abdecken mit PBS + 1 % Gelatine (je 200 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 1 x waschen mit Waschpuffer
Proben (1/2) / Standard (1/10 - 1/640) in Probenpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
rb anti-sh C3 1/1000 (2. AK) in Waschpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
F(ab)2 gt anti-rb IgG (H+L) - PO 1/2000 (3. AK) in Waschpuffer (je 50 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer
OPD-Substrat + H2O2 (je 50 µl)
Abstoppen mit 12,5%iger Schwefelsäure nach ca. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
Extinktion messen (Meßfilter 492 nm, Referenzfilter 620 nm)
Tab. I. Protokoll des ELISA zum Nachweis oberflächengebundener Komplementproteine beim Schaf.
Stanzen der Biomaterialien in Wells der Mikrotiterplatte füllen, dann 2 x waschen mit Probenpuffer
Abdecken mit PBS + 1 % BSA (je 250 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 2 x waschen mit Waschpuffer (je 250 µl)
1. AK in Waschpuffer (je 100 µl)
ms anti-hu iC3b 1/250; rb anti-sh C3 1/500; rb anti-hu C5 1/250; rb anti-hu C9 1/250;
rb anti-hu C4 1/250; rb anti-hu C1 Inh 1/250
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer (je 250 µl)
2. AK in Waschpuffer (je 100 µl)
F(ab)2 gt anti-rb IgG (H+L) - PO 1/2000 F(ab)2 rb anti-ms IgG (H+L) - PO 1/2000
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer (je 250 µl)
OPD-Substrat + H2O2 (je 100 µl)
Abstoppen mit 12,5%iger Schwefelsäure nach ca. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
100 µl in neue Mikrotiterplatte pipettieren
Extinktion messen (Meßfilter 492 nm, Referenzfilter 620 nm)
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Tab. J. Protokoll des ELISA zum Nachweis oberflächengebundener humaner Komplementproteine.
Stanzen der Biomaterialien in Wells der Mikrotiterplatte füllen, dann2 x waschen mit Probenpuffer
Abdecken mit PBS + 1 % BSA (je 250 µl)
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 2 x waschen mit Waschpuffer (je 250 µl)
1. AK in Waschpuffer (je 100 µl)
ms anti-hu iC3b 1/250; ms anti-hu C5b-9 1/250; rb anti-hu MBP 1/500; rb anti-hu C3c 1/500;
rb anti-hu C3d 1/500; rb anti-hu C1 Inh 1/500; gt anti-hu P 1/500; gt anti-hu C9 1/500;
gt anti-hu C1s 1/500; gt anti-hu C4 1/500; gt anti-hu H 1/500
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer (je 250 µl)
2. AK in Waschpuffer (je 100 µl)
F(ab)2 gt anti-rb IgG (H+L) - PO 1/2000 F(ab)2 rb anti-ms IgG (H+L) - PO 1/2000
F(ab)2 rb anti-ms IgG (H+L) - PO 1/2000
1 h Inkubation bei Raumtemperatur, dann 3 x waschen mit Waschpuffer (je 250 µl)
OPD-Substrat + H2O2 (je 100 µl)
Abstoppen mit 12,5%iger Schwefelsäure nach ca. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
100 µl in neue Mikrotiterplatte pipettieren
Extinktion messen (Meßfilter 492 nm, Referenzfilter 620 nm)
Tab. K. Für ELISA verwendete Antikörper.
Antikörper Hersteller Bestell-Nr.
Anti-Komplement-Antikörper
gt anti-human C1s ATAB Scarborough, USA 81925 G
gt anti-human C4 ATAB Scarborough, USA 81905 G
gt anti-human C9 ICN Eschwege, D 68010-1
gt anti-human H ICN Eschwege, D 68032-1
gt anti-human Properdin ATAB Scarborough, USA 81928 G
ms anti-human iC3b Quiddel San Diego, USA A 209
ms anti-human iC3b Quiddel San Diego, USA A 209
ms anti-human C5b-9 (Klon aE11) Diatel AG Oslo, N
rb anti-human C1-Esterase-Inhibitor Dako GmbH Hamburg, D A 0253
rb anti-human C3c Dako GmbH Hamburg, D A 0063
rb anti-human C3d Dako GmbH Hamburg, D A 0062
rb anti-human C5 Dako GmbH Hamburg, D A 05502
rb anti-human C9 Behring Marburg, D
rb anti-human MBL Geschenk Prof. Jensenius Arhuis, DK
rb anti-sheep C3 Cappel Worthington, USA 0114-0602
Anti-Immunglobulin-AK
F(ab)2 gt anti-rb IgG (H+L) - Peroxidase Dianova GmbH Hamburg, D 111-036-045
F(ab)2 rb anti-gt IgG (H+L) - Peroxidase Dianova GmbH Hamburg, D 305-035-047
F(ab)2 rb anti-ms IgG (H+L) - Peroxidase Dianova GmbH Hamburg, D 315-036-003
Sonstiges
Ambozeptor 6000 Behring Marburg, D
Streptavidin-Peroxidase Amersham Int., UK RPN 1231
Biotin-X-NHS Calbiochem Frankfurt, D 203188
normales Mausserum Calbiochem Frankfurt, D 566442
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Zymosan aktiviertes Serum
2 ml normales Serum wurden mit 55 mg Zymosan und 1 µl 2 M MgCl2 für 30 min. bei 30 °C inku-
biert. Nach Abstoppen mit 200 µl 0,1 M EDTA-Stammlösung wurde 5 min bei 1000 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Überstand wurde aliquotiert und bei -80 °C bis zur Benutzung eingefroren.
ABTS-Substrat
2 g ABTS (2’2 Azino-bis 3-Ethylbenzthiazolinsulfon-Säure; Sigma Deisenhofen) pro ml Zitrat-
Phosphat-Puffer wurden in 6 ml Portionen bei -20 °C eingefroren. Vor dem Gebrauch wurden der
aufgetauten Lösung 5 µl H2O2 (30%) zugesetzt.
OPD-Substrat (Orthophenylendiamin)
2 Tabletten OPD (Dako GmbH Hamburg) wurden in 6 ml Zitrat-Phosphat-Puffer bei Raumtemperatur
gelöst und unmittelbar vor dem Gebrauch mit 5 µl H2O2 (30%) versetzt.
• Sonstige Parameter
Tab. L. Reagenzien für sonstige Parameter.
Test Reagenz Hersteller Bestell-Nr.
PlHb Reaktionslösung für die Hb-Messung E. Merck Darmstadt (D) 9405
GE Ektachem DT Slides Gesamt Protein Kodak Rochester (USA)
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